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略語表 

本論文では以下の略語を用いた。 

 
ALT alanine transaminase 
AST aspartate transaminase 
BCA bicinchoninic acid 
C.V. coefficience variation 
C16Cera-mPEG N-palmitoyl-sphingosine-1-{succinyl [methoxy (polyethylene glycol)  

2000]} 
C8Cera-mPEG N-octanoyl-sphingosine-1-{succinyl [methoxy (polyethylene glycol)  

2000]} 
CD31 cluster of differentiation 31 
CD34 cluster of differentiation 34 
cDNA complementary DNA 
CHE cholesteryl hexadecyl ether 
Chol cholesterol 
Chol-mPEG cholesteryl- mPEG2000 
CLSM confocal laser scanning microscopy 
DDS drug delivery system 
DDW deionized distilled water 
DLS dynamic light scattering 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 
DNA deoxyribonucleic acid 
DOPE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 
DOTAP 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane 
DOTMA N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N -trimethylammonium chloride  
DSPE-mPEG 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamine-N-[methoxy- 

(polyethylene glycol)-2000] 
EDTA ethylenediamine N’,N’,N’,N’-tetraacetic acid 
EPC egg phosphatidylcholine 
EtOH ethanol 
FACS fluorescence activated cell sorting 
FBS fetal bovine serum 
G gravity 
GL gaussia luciferase 
HA2 hemagglutinin 2 
HB HEPES buffer 
HBG HEPES buffer-5% Glucose 
HEPES N-2-hydroxyethylpyperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 
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HMVEC-L Human Lung Microvascular Endothelial Cells 
HPLC high-performance liquid chromatography 
Hr hour 
Hyd hydration 
ICR institute of cancer research 
ID injection dose 
IU internanionol unit 
IVRTCLSM Intravital 
LB Luria-Bertani’s broth 
Luc luciferase 
MAM Maackia amurensis Agglutinin 
MEND Multifunctional Envelop-type Nano Device 
MFLM mouse fetal lung mesenchyme 
Min minute 
mRNA messenger RNA 
MW molecular weight 
NBD-DOPE N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)dioleoylphosphatidyl- 

ethanolamine 
PBS phosphate-buffered saline 
PDI polydispersity index 
pDNA plasmid deoxyribonucleic acid 
PEG polyethylene glycol 
PEI polyethylenimine 
QD quantum dot 
qRT-PCR quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
Rho-DOPE N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) dioleoylphosphatidyl- 

ethanolamine 
RLU relative light unit 
RNA ribonucleic acid 
ROI region of interest 
Rpm round per minute 
SAα2,3Gal sialic acidα2,3-galactose 
SAα2,6Gal sialic acidα2,6-galactose 
sec second 
siRNA small interference RNA 
SSA Sambucus sieboldiana Agglutinin 
STR-INF7 stearylated INF7 
STR-mPEG stearyl-polyethylene glycol 2000 
Tris tris (hydroxymethyl) aminomethane 
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序章 

肺は外気から生体組織に必要な酸素を生体内に取り込み，不要な二酸化炭素を体外へ排出する

呼吸を司り，生命維持に必要不可欠な臓器である．呼吸は，換気，拡散，血流（肺循環）の 3 つ

の過程がそれぞれ正しく機能することで正常なガス交換が可能となる．肺胞内酸素と生体内で産

生された二酸化炭素が圧較差によりガス交換される肺胞-肺毛細血管間は，肺胞上皮細胞，間質，

基底膜，毛細血管内皮細胞で構成され，その厚さは 0.3 μm，総面積は 50～100 m2に達する 1．

また，肺血管内皮細胞は，アンジオテンシン I，エイコサノイド，セロトニン，ノルエピネフリン

など血管作動性物質の代謝に関わっており，その表面積は 120 m2 に達する 2．  

このように呼吸を司る肺は直接外気と接していることからガス・粉塵や感染による暴露を受け

やすく，また全ての血液が経由するなど特殊な臓器であるため，多様な疾患が生じる．我が国に

おける死因別順位は，悪性新生物，心疾患に続き肺炎が第 3 位であり，慢性閉塞性肺疾患（COPD）

は第 9 位と，呼吸器疾患は上位 10 疾患の中に 2 疾患入っている（2013 年）3．さらに，悪性新生

物において，肺がん死亡数は増加の一途を辿っており（図 1），我が国において第 1 位（7.3 万人

（2013 年）），罹患者数も第 3 位（10.7 万人（2010 年））となっている 4．世界においても同様の

傾向にあり，肺がん死亡者数及び罹患者数は共に第 1 位となっている（図 2）5．さらに，COPD

も，我が国だけでなく世界で罹患者数及び死亡数が増加することが予測されている 6．その他にも，

急性肺障害（ALI）/急性呼吸促迫症候群（ARDS），特発性肺線維症（IPF），肺高血圧症（PAH）

など予後不良な疾患が多い．このように肺は多くのアンメットメディカルニーズを抱える臓器で

ある． 

 

 

 

図 1  日本における悪性新生物の主な部位別死亡率（人口 10 万人対）の年次推移（2011） 
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図 2  世界における悪性新生物の部位別死亡者数（a）及び罹患者数（b）（2012 年） 

 

 

上述した肺疾患の中で，肺血管内皮細胞障害は，がん 7，ALI/ARDS8，PAH8, 9と密接に関係す

ることが報告されている．しかしながら，既存の医薬品では十分な治療がなされていないのが現

状である．一方，近年めざましい進歩を遂げている，網羅的遺伝子解析，分子生物学的手法及び

その機能解析により，これら疾患の原因遺伝子解明が急速に進められている．原因遺伝子の解明

とともに，遺伝子発現を直接制御可能な核酸医薬（アンチセンス，small interference RNA

（siRNA），リボザイム，micro RNA（miRNA），デコイ核酸（表 1））がアンメットメディカル

ニーズを満たす新たな治療薬として期待されている． アンチセンスは，1980 年代より研究がな

され，1998 年には Vitravene®（Fomivirsen，AIDS 患者のサイトメガロウイルス性網膜炎治療

薬，硝子体内投与，ISIS 社）10が世界初の核酸医薬として米国で承認され（需要の減少に伴い現

在は発売中止），2013 年には Kynamro®（Mipomersen sodium，ホモ型家族性高コレステロール

血症，皮下投与，ISIS 社）11が初の全身投与型核酸医薬として米国で承認され，核酸医薬をリー

ドしている． 

一方で，siRNA は，2001 年に哺乳類細胞において RNA interference（RNAi）を誘起すること

が Tushl らにより報告され 12，これを機に核酸医薬候補として注目を集め，世界中で研究が進め
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られている．siRNA は，RISC（RNA-induced Silencing Complex）と複合体を形成し，この RISC

と共に再利用されながら標的 mRNA を酵素的に分解するため，少量の siRNA が細胞質内に導入

されることで効果を継続的に発揮する 13．そのため，siRNA は，1 分子の mRNA にしか作用で

きないアンチセンスと比較して，ノックダウン効率が十数倍から百倍以上高いと言われ，アンチ

センスに続く核酸医薬として応用研究が盛んに行われ，臨床試験も実施されている 14．しかしな

がら，siRNA は，負電荷を持つ親水性高分子であるため細胞膜透過が困難であること，静脈内投

与時に血中ヌクレアーゼにより分解されること，腎排泄により速やかに消失することから，局所

投与による治療が可能な疾患を対象とした臨床試験が先行してきた．siRNA が低分子，抗体に代

わる医薬品としての地位を築くためには，siRNA の全身投与を実現するデリバリー技術が不可欠

となる． 

 

 

表 1  遺伝子発現を抑制する核酸医薬 

分類 特徴 開発企業 

アンチセンス 標的遺伝子の mRNA に結合し，スプライシングを阻害するか，RNA の分

解を促進することにより遺伝子の機能を抑制する．その構造は，1 本鎖 DNA

あるいは 1 本鎖 RNA である． 

Isis，Santaris，

Prosensa，Sarepta 

siRNA siRNA は細胞内で RISC（RNA-induced Silencing Complex）と複合体を形成

し，配列に相補的な mRNA を分解し，標的 mRNA の機能を抑制する 2 本

鎖 RNA である． 

Alnylam，Quark，

Arrowhead 

リボザイム 核酸を切断する酵素活性を有する 1 本鎖 RNA で，mRNA を切断すること

により遺伝子発現を抑制する． 

Janssen-cilag 

miRNA miRNA は non-coading RNA の 1 種であり，標的 mRNA の翻訳抑制を行い，

遺伝子発現の微調整を担う約 22 塩基の 2 本鎖 RNA である． 

MiRagen，Mirna 

デコイ核酸 転写因子結合部位と同一の配列を持つ 20 塩基程度の 2 本鎖 DNA で，細胞

の核内で内在性転写因子と結合し，目的遺伝子発現を抑制する． 

Anges-MG，

Adynxx 

 

 

これまでに，治療薬としての siRNA 開発は癌組織 15-18 や肝臓 19-21 を標的とした報告が数多く

なされており，臨床試験が実施されている薬剤も 10 種類を越えている 14, 22．その理由として，

癌組織や肝臓はいずれも特殊な血管構造を持つことが挙げられる．癌組織では，血管新生が亢進

されており，血管内皮細胞間に間隙が多く存在するため，100 nm 程度の粒子は受動的に癌組織

に集積することができる 23．また，肝臓では，肝類洞血管内皮細胞に存在するフェネストラと呼

ばれる 100 nm 程度の小孔が存在するため，ナノ粒子が受動的に集積する 24．一方で，肺をはじ

めとした連続性毛細血管を持つ臓器は受動的な集積が期待できないため，血管内皮細胞標的化が
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可能なリガンドを用いた能動的なデリバリーシステムが必要となる 25．さらに siRNA を機能させ

るためには細胞内動態の制御が不可欠である．通常，ナノキャリアは標的組織到達後，エンドサ

イトーシスにより細胞内に取り込まれ，ナノキャリアを内包したエンドソームはリソソームと融

合し，分解系へと運ばれる．そのため，リソソームと融合する前にエンドソームから細胞質に

siRNA を放出し，RISC と複合体を形成させる必要がある 26．エンドソームは初期エンドソーム

から後期エンドソームに成熟する過程を経るが，RISC は後期エンドソームに集まることが報告

されており 27, 28，siRNA がエンドソームから脱出するタイミングもその効果に影響を及ぼすこと

が推察される．このように，静脈内投与による肺血管内皮細胞ターゲットは，体内動態及び細胞

内動態すべてを制御することが成功の鍵となる． 

 

 

 

図 3  siRNA 送達キャリアの体内動態（a）及び細胞内動態（b） 

（a）癌組織や肝臓は特殊な血管構造ゆえに，ナノ粒子が血管外に漏れやすいため，受動的なデリバリーが可能

である．一方で，肺をはじめとした連続性毛細血管を持つ臓器は受動的な集積が期待できないため，血管内皮細

胞標的化が可能なリガンドを用いた能動的なデリバリーシステムが必要となる．（b）ナノキャリアは標的組織到

達後，エンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ，エンドソームから細胞質に siRNA を放出し，RISC と複

合体を形成する過程を経て，siRNA を機能させることができる． 

 

 

上述した体内動態，細胞内動態制御といった siRNA 送達の課題を克服するキャリアとして，北

海道大学 原島研究室では，多機能性エンベロープ型ナノ構造体（Multifunctional Envelop-type 
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Nano Device；MEND）の開発を行っている（図 4）29, 30．MEND は核酸とポリカチオンから成

るコア凝集体を脂質膜で覆う構造を取っており， エンベロープ型ウイルスであるインフルエンザ

ウイルスを模倣したデザインとなっている．さらに，この脂質膜を介して標的化リガンド，ポリ

エチレングリコール（PEG），膜融合性ペプチドなどの機能性素子をそのトポロジーや密度を考慮

して表面修飾することを可能にしている 31-33． 

一方，インフルエンザウイルスはエンベロープとエンドソーム/リソソーム膜の融合により自身

の RNA ゲノムを細胞質へと送達している．この過程において，ウイルスの脂質膜上に提示され

ている Hemagglutinin 2（HA2）は酸性環境下に応答して構造を変化させることによって膜融合

能を発揮する重要な役割を担っている 34, 35．そこで，Szoka らは，HA2 の機能を模倣して，エン

ドソーム破壊ペプチドとして GALA（WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA）ペプチ

ドを創製した 36．GALA はエンドソーム内における酸性 pH にさらされることで α ヘリックス構

造をとる．この GALA をコレステロール誘導体化し，MEND に修飾することで，細胞内動態が

大きく改善することが明らかとなっている 33, 37．このように GALA は，細胞内動態の改善を目的

として用いてきたが，新たな機能として肺移行性機能を備えている可能性が大鵬薬品工業(株)と原

島研究室との共同研究により見出され，当研究室の石塚が博士論文により報告している 38．しか

しながら，GALA の肺移行性機能を示すデータは現象のみに留まっており，その詳細は不明であ

った． 

 

 

 

図 4  多機能性エンベロープ型ナノ構造体（MEND） 

 

 

そこで，本研究は，GALA が持つ肺血管内皮標的化メカニズムの解明及び核酸創剤への応用展

開を目的として，肺血管内皮細胞内に siRNA を送達する人工キャリアの開発を進めた．第 1 章で

は，GALA の肺血管内皮標的メカニズムを解明するため，GALA 修飾リポソームを用いて，その

体内挙動及び GALA の標的分子同定を行った．第 2 章では，核酸創剤としての応用展開を図るた

めに，siRNA を封入した GALA 修飾 MEND（GALA/MEND）による肺ノックダウン効果及び肺
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転移癌モデルマウスの治療効果を評価した．さらに，リアルタイム生体内共焦点レーザー顕微鏡

を用いて生きたマウスの肺毛細血管を観察することで，GALA/MEND が血管内を流れる様を直接

可視化した．第 3 章では，GALA/MEND の工業化の可能性を見出すため，エタノール希釈法に

よる GALA/MEND の調製を試みた．第 4 章では，GALA を用いた研究ではないものの，MEND

を構成する成分として重要な PEG 脂質誘導体がその細胞内動態に及ぼす影響について，pDNA

封入 MEND を用いて評価した研究を本論文の Appendix として収載した． 
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GALA-Liposome の 
肺血管内皮標的メカニズムの解明 
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第1章. GALA-Liposome の肺血管内皮標的メカニズムの解明 

1.1 緒言 

核酸送達に必須である細胞内動態制御機能を MEND に付与するため，原島研究室では GALA 

ペプチドを用いてきた．GALA は 1987 年に Szoka らにより，インフルエンザウイルスのヘマグ

ルチニン（HA2）の機能を模倣して創製され，グルタミン酸（E）・アラニン（A）・ロイシン（L）・

アラニン（A）の繰り返し配列を基本とした 30 個のアミノ酸残基からなるオリゴペプチドである

（WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA）36．GALA は，中性条件下では，グルタミン

酸が負に帯電することで，立体的な反発を生みランダムコイル構造をとるが，酸性条件下では，

グルタミン酸がプロトン化された結果，立体的な反発がなくなり，脂質膜と親和性が高い α-へリ

ックス構造へと変化することが知られている（図 1.1-1）．この GALA を MEND の脂質二重膜に

固定し，脂質膜の表面上に自発的に提示させるため，当研究室では，GALA をコレステロール誘

導体化することにより，MEND に修飾している 33．標的とする細胞内に取り込まれた核酸が機能

を発揮するためには，核酸のエンドソーム脱出が律速となるが，MEND に修飾された GALA は

エンドソーム内の酸性条件下において，エンドソーム膜と MEND の脂質膜との膜融合を誘引し，

内封物である核酸の細胞質内への送達効率改善をもたらすことが報告されている 30, 33, 39．  

 

 
図 1.1-1  GALA の立体構造（ランダムコイル構造（pH 7）と α ヘリックス構造（pH 5）） 

中性条件下（pH 7）ではグルタミン酸の電気的反発によりランダムコイル構造をとり，酸性条件下（pH 5）では

電気的反発が解消されることにより α ヘリックス構造をとる． 

図は，石塚，北海道大学大学院生命科学院，博士学位論文より抜粋した． 
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当研究室は，このような GALA の特徴を利用し，pH 応答性エンドソーム脱出素子として使用

してきたが， GALAが別に新しい機能を持つことを大鵬薬品工業(株)との共同研究により見出し，

当研究室の石塚が博士論文により報告している 38．石塚は，肺血管内皮標的型遺伝子デリバリー

システムを構築するため，IRQRRRR の 7 アミノ酸残基からなる IRQ ペプチド 40をリガンドとし

て用い，細胞内動態改善素子であるChol-GALAと共に修飾したキャリアの開発を試みていた 41．

このシステムを最適化する過程で，GALA 自身が肺血管内皮細胞の標的リガンドとしての機能を

別に備えていることが発見された．その経緯を 図 1.1-2 に示した．まず，IRQ のスペーサーとし

て distearyl 誘導体化した PEG2000 を用いてリポソーム表面に修飾した時，IRQ 修飾リポソーム

は未修飾時と比較して，約 20 倍高い集積を示した．次に，遺伝子導入を目的として MEND を構

築した．このキャリアは，細胞内動態改善を目的として GALA を修飾しており，ここにスペーサ

ーとして monostearyl 誘導体化した PEG900 を MEND 表面に修飾していた．この MEND にお

いて，IRQ 修飾による肺集積改善効果はわずかに 1.3 倍であった．しかしながら，IRQ 未修飾

MEND においても高い肺集積が見られており，IRQ に代わり肺移行性を示す素子の存在が示唆さ

れた．そこで，GALA を外した IRQ 修飾 MEND の肺集積性を評価した結果，著しく低下したこ

とから，GALA が肺移行性素子として機能している可能性が示唆された．このように石塚は，新

しい機能として肺移行性も併せ持つ可能性を示したが，そのメカニズムに関する詳細は十分に検

討されていなかった．そこで，本章では，GALA が持つ肺移行性メカニズムを解明することを目

的として研究を進めた．  
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図 1.1-2  IRQ ペプチドの PEG 脂質誘導体の構造変化に伴うキャリアの肺集積量の変化 

初期に設計した PEG 脂質誘導体 (スペーサー：PEG2000，脂肪鎖：2 本鎖) を Liposome に修飾し肺移行量を評

価した際には，IRQ による高い特異性 (19.5 倍) が認められたが (緑色のカラム)，最終的に設計した PEG 脂質誘

導体 (スペーサー：PEG900，脂肪鎖：1 本鎖) を MEND に修飾し肺移行量を評価した際には，IRQ による特異性 

(1.3 倍) が認められなかった (紫色のカラム) ．しかし，IRQ を修飾していない MEND (PEG-MEND) においても

肺で高い集積が認められ，IRQ 以外に肺移行性を示す素子の存在が示唆された．この素子が何であるかを検討し

た結果，GALA を外した際に肺移行量が著しく低下し (黒色のカラム) ，GALA に肺移行性がある可能性が示唆さ

れた． 

図は，石塚，北海道大学大学院生命科学院，博士学位論文より抜粋した． 
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1.2 GALA 修飾リポソームの体内動態評価 

GALA が持つ肺移行性のメカニズム解明の足がかりとして，GALA 修飾リポソームの体内動態

を評価した．電気的に中性なリポソームは肺に集積せず，非特異的な細胞への取り込みも乏しい

ため，Egg phosphatidylcholine (EPC)/ Cholesterol (chol)/ Stearyl-polyethylene glycol 2000 

(STR-mPEG) から構成される中性リポソームへの GALA 修飾（GALA-LPs），未修飾時（LPs）

における体内動態を評価することにより，肺血管内皮細胞へのリガンド効果を評価した．脂質膜

を[3H]標識した各リポソームを投与量 10 μL/g mouse として，ICR マウス（5 週齢，♂）の尾静

脈より投与し，投与後，5 分及び 360 分にマウスより肺及び肝臓を摘出し，各臓器に含まれる[3H]

の量を液体シンチレーションカウンターにより測定することで各臓器への移行量を評価した．

GALA は 7 個のグルタミン酸を含み，負電荷を持つペプチドであることから，LPs への

Chol-GALA の修飾により ζ-電位が-7 mV から-23mV に減少した（表 1.2-1）．図 1.2-1 はマウス

尾静脈内投与後 5 分及び 360 分における LPs 及び GALA-LPs の肺及び肝臓への集積を示してい

る．GALA-LPs は投与後 360 分において LPs より約 24 倍高い肺集積を示し，その挙動は投与後

5 分で速やかに肺に集積し，360 分においてもその集積は維持されていた一方で，LPs は検出下

限付近まで減少していた．また，一般的にリポソームの主なクリアランス臓器と考えられている

肝臓への GALA-LPs の集積は大きく減少していることからも，GALA-LPs は効率よく肺をター

ゲットしていることが支持された． 

カチオン性物質を用いた従来の肺送達手法は，凝集塊形成による毛細血管への一時的な捕捉が

肺 集 積 の 主 な 要 因 と な っ て い る 42-44 ． そ こ で ， N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N- 

trimethylammonium chloride (DOTMA)/EPC/Chol/STR-mPEG から構成され，[3H]標識したカ

チオン性リポソーム（cation-LPs）の体内動態を肺集積キャリアのコントロールとして評価した．

その結果，肺集積及びその持続性は GALA-LPs と大きく異なっていた．Cation-LPs は投与後 5

分で速やかに肺に集積するものの，投与後 6 時間でその肺集積は速やかに減少する一方で，肝臓

への集積が増加していた．これらのデータより，GALA-LPs は凝集塊形成により一時的に肺毛細

血管に捕捉されるカチオン性リポソームとは異なるメカニズムにより肺に集積していることが示

唆された． 
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表 1.2-1  リポソームの物性 

 
 

 

 

 

 

図 1.2-1  GALA-Liposome の肺及び肝臓への分布 

[3H]で脂質膜を標識した各 Liposome (10 μL/g mouse) をマウス尾静脈より投与し，5 分後及び 360 分後の各臓器

における[3H]カウントを測定した．臓器移行量は，投与量に対する臓器当たりの移行量 (%ID/g organ) として算出

した ((A) 肺，(B) 肝臓) (n = 4) ． 

*：p< 0.05 (vs LPs)，**：p< 0.01 (vs LPs)，#
：p< 0.05 (vs Cation-LPs)，##

：p< 0.01 (vs Cation-LPs) 
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1.3 IVRTCLSM を用いたマウス耳介皮膚静脈内における GALA-LPs の挙動観察 

肺を標的とするカチオン性キャリアは膜表面に負電荷を持つ血球成分と静電気的な相互作用に

より血流内で凝集塊を形成していると考えられている．そこで，GALA-LPs の血流内における挙

動を直接観察することを試みた．血流内においてリポソームが流れる様を明確に捉えるため，麻

酔下で BALB/c ヌードマウス（ 8 週齢，♀）に N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) 

dioleoylphosphatidylethanolamine（Rho-DOPE）により蛍光ラベルしたLPsを尾静脈内投与し，

マウス耳介皮膚静脈内を流れるリポソームの挙動をリアルタイム生体内共焦点レーザー顕微鏡

（IVRTCLSM）により直接観察した（Cation-LPs; Supplymental Movie 1， LPs; Supplymental 

Movie 2，GALA-LPs; Supplymental Movie 3）45．この動画より，リポソーム投与後 2.2 分の画

像を切り出した写真を図 1.3-1 に示した．Cation-LPs はマイクロオーダーの凝集塊を形成してい

たが，LPs 及び GALA-LPs は蛍光シグナルが分散している様子が観察された．静脈内において，

凝集塊が形成されると，凝集塊由来の蛍光強度が強いシグナルと，分散しているキャリア由来の

弱いシグナルが観察され，シグナルに大きなバラツキが見られる．この現象を利用することで，

凝集の程度は血流内の領域における各ピクセル間の rhodamine 蛍光強度のバラツキを変動係数

（C.V.）として算出することにより定量化した（図 1.3-2）46．Cation-LPs の C.V.値は大きく変

動しながら経時的に減少していった一方で，LPs 及び GALA-LPs の C.V.値は低い値を維持して推

移し，C.V.値の変動は見られなかった．よって，GALA-LPs は典型的な肺ターゲットキャリアで

ある Cation-LPs と異なり，凝集塊を形成することなく血流内を流れていることが定量的にも示

された．これらの結果より，血流内で凝集をほとんど形成しない GALA-LPs が速やかにかつ長時

間肺に集積するためには，肺血管をターゲットする特異的なメカニズムの存在が推察された． 

 

 

 

図 1.3-1  マウス耳介静脈血流内における LPs の挙動 

Rho-DOPE で標識したリポソームをマウス尾静脈より投与し，IVRTCLSM によりマウス耳介静脈血流内を動画で

撮影した．図に示す画像は，リポソーム投与後 2.2 分の様子を示している． 
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図 1.3-2  C.V.値算出によるリポソームの凝集定量評価 

凝集の程度は得られた動画から 5 秒毎に抽出した画像中の rhodamine 蛍光強度の変動係数（C.V.）を用いて定量

化した．C.V.値は血管領域中から抽出した関心領域（ROI）における蛍光強度の標準偏差を平均値で除することに

より算出している．算出した C.V.値は 5 秒ごとにプロットした． 

 

 

1.4 GALA-LPs のターゲット分子同定 

GALA が肺血管内皮細胞標的化リガンドとして機能している可能性が示されたものの，過去に

類似の報告はなく，ターゲットとなる分子の手掛かりがなかった．そこで，GALA はインフルエ

ンザウイルスの HA2 の pH 応答性膜融合性機能を模倣して創られたペプチドであることから，イ

ンフルエンザウイルスの取り込み機構に着目した．インフルエンザウイルスは，HA2 が末端にシ

アル酸を持つ糖鎖を認識することにより，細胞内に侵入することが知られている．細胞膜上に配

列が異なる糖鎖が多く提示されているが，その中で HA2 はシアル酸 -α2,3-ガラクトース

（SAα2,3Gal）糖鎖及びシアル酸-α2,6-ガラクトース（SAα2,6Gal）糖鎖を認識することが報告さ

れている（図 1.4-1）47-49．HA2 によるシアル酸糖鎖認識は，HA2 のアミノ酸配列により大きく

変化することも報告されている 49．そこで，GALA は，HA2 とアミノ酸配列は異なっているが，

これら糖鎖を認識する可能性があると考えた． 

 

LPs

Cation-LPs
GALA-LPs

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Time (x102 sec)

C
.V

.



 

19 

 

図 1.4-1  インフルエンザウイルスの細胞内取り込みメカニズム 

インフルエンザウイルスは，HA2 が末端にシアル酸を持つ糖鎖（シアル酸-α2,3-ガラクトース（SAα2,3Gal）糖鎖

及びシアル酸-α2,6-ガラクトース（SAα2,6Gal）糖鎖）を認識し，エンドサイトーシスにより細胞内に侵入する．

HA2 は，エンドソーム内の酸性環境下に応答して構造を変化させることによって膜融合能を発揮し，RNA ゲノム

が細胞質中に放出される． 

図の一部は下記 HP より引用した． 

http://www.vanderbilt.edu/vicb/DiscoveriesArchives/targeting_flu_through_host_protein.html 

 

 

レクチンはシアル酸を持つ糖鎖と特異的に結合することが知られていることから，レクチン存

在下及び非存在下におけるリポソームの細胞内取り込みを共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）によ

り評価した．細胞は，ヒト肺微小血管内皮細胞由来の HMVEC-L 細胞を用い，リポソームは，脂

質膜を Rho-DOPE により蛍光標識した．レクチンは，SAα2,3Gal 糖鎖特異的に結合する Maackia 

amurensis Agglutinin（MAM） 50, 51 及び SAα2,6Gal 糖鎖特異的に結合する Sambucus 

sieboldiana Agglutinin（SSA）52を使用し，HMVEC-L 細胞に添加後 30 分間静置した．その後， 

Krebs 緩衝液を用いて細胞に結合しなかったレクチンを洗い流し，Rho-DOPE により蛍光標識し

たリポソームを添加 2 時間後に CLSM により観察した．コントロールとして用いた，中性のリポ

ソームは細胞内に全く取り込まれなかったが，このリポソームに GALA を修飾した GALA-LPs

は赤のドットが多く観察され，細胞内に取り込まれていた．その取り込みは，1 及び 10 μM の SSA

あるいは MAM 存在下において，著しく抑制された（図 1.4-2 及び図 1.4-3）．なお，これらのレ

クチンによる取り込み阻害は Cation-LPs ではほとんど見られなかったことから， GALA-LPs の

取り込み阻害はMAM及びSSAによる非特異的な細胞機能の乱れが要因ではないことを確認して

いる． 

しかしながら，この結果だけでは，GALA が糖鎖の先端に位置するシアル酸構造を認識してい

る可能性も考えられたため，シアル酸の中で代表的な分子種である N-アセチルノイラミン酸添加

による競合阻害実験を行った．1 及び 10 μM の N-アセチルノイラミン酸を HMVEC-L 細胞に添

加 30 分後に，リポソームを添加し N-アセチルノイラミン酸共存下で 2 時間静置後，CLSM によ
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り観察した．その結果，N-アセチルノイラミン酸による GALA-LPs の取り込み阻害はほとんどみ

られなかった（図 1.4-2 及び図 1.4-3）．Cation-LPs についても同様の結果であった．これらの結

果より，GALA-LPs はインフルエンザウイルスと同様に，糖鎖末端のシアル酸残基でなく，シア

ル酸を含む糖鎖配列を認識し，細胞内に取り込まれることが示唆された． 

 

 
図 1.4-2  10 μM レクチンによる GALA-LPs の取り込み阻害効果 

10 μM レクチン（MAM あるいは SSA）で 30 分間前処置後，余剰のレクチンを除去した HMVEC-L 細胞に，脂質

膜を Rho-DOPE で蛍光標識したリポソームを添加し，2 時間後に CLSM により観察した．10 μM N-アセチルノイ

ラミン酸（Sialic acid）は 30 分間前処置後，除去せずにリポソームを添加し，共存下で 2 時間静置後に CLSM に

より観察した． 

赤：リポソーム（Rho-DOPE），緑：後期エンドソーム/リソソーム（Lysotracker Green）青：核（Hoechst33342） 

 

 

 

図 1.4-3  1 μM レクチンによる GALA-LPs の取り込み阻害効果 

1 μM レクチン（MAM あるいは SSA）で 30 分間前処置後，余剰のレクチンを除去した HMVEC-L 細胞に，脂質

膜を Rho-DOPE で蛍光標識した GALA-LPs を添加し，2 時間後に CLSM により観察した．1 μM N-アセチルノイ

ラミン酸（Sialic acid）は 30 分間前処置後，除去せずにリポソームを添加し，共存下で 2 時間静置後に CLSM に

より観察した． 

赤：リポソーム（Rho-DOPE），緑：後期エンドソーム/リソソーム（Lysotracker Green）青：核（Hoechst33342） 
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1.5 GALA と異なるエンドソーム脱出素子（INF7）の肺移行性評価 

原島研究室では，GALA ペプチド以外に MEND に修飾可能なエンドソーム脱出素子として，

INF7 ペプチドを用いている 53．INF7 は HA2 の膜融合ドメインを一部改変したペプチド

（GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYG）であり 54，GALA と同様に中性条件下ではランダムコ

イル構造をとり，エンドソーム内の酸性条件下で膜破壊機能を持つ α-へリックス構造へと変化す

る．このように GALA と同様の機能を持つ INF7 の肺移行性機能を，これらペプチドを修飾した

pDNA封入MEND（1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (DOTAP)/Chol/EPC）の in vivo

肺集積性により評価した．脂質膜を[3H]標識した各 MEND を投与量 10 μL/g mouse として，ICR

マウス（5 週齢，♂）の尾静脈より投与し，その 6 時間後にマウスより肺を摘出し，肺に含まれる

[3H]の量を液体シンチレーションカウンターにより測定することで肺移行量を評価した．その結

果，GALA 修飾 MEND は高い肺集積性を示したが，INF7 修飾 MEND は未修飾 MEND と同程

度の肺集積量であったことから，肺移行性機能は pH 応答性ペプチドに共通する機能ではないこ

とが示された（図 1.5-1）． 

 

 

図 1.5-1  pDNA 封入 MEND の in vivo マウス肺集積性 

[3H]で脂質膜を標識した各 MEND(10 μL/g mouse) をマウス尾静脈より投与し，6 時間後の肺における[3H]カウン

トを測定した．肺移行量は，投与量に対する臓器当たりの移行量 (%ID/g organ) として算出した（n = 2）． 

 

 

1.6 まとめ 

GALA は，創製されてから 20 年以上に渡り pH 応答性の膜融合性ペプチドとして用いられて

きたが，新しい機能として発見された肺移行性メカニズムを解明すべく，本章では検討を進めた． 

評価は電気的に中性の LPs，この LPs に GALA を修飾した GALA-LPs 及び肺集積キャリアのポ

ジティブコントロールとして Cation-LPs を用いて，in vivo 体内動態及び in vitro 細胞内取り込

み実験を実施した．GALA-LPs の in vivo マウス体内動態は，投与 5 分後から肺に移行し，その

後 6 時間経過後も集積量は維持されており，LPs の約 24 倍高い集積性を示した．一方で，
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Cation-LPs は投与 5 分後に著しく高い肺集積を示すものの，その後速やかに消失し，投与 6 時間

後には GALA-LPs の 1/3 以下であった．次に，これらキャリアの血流内の様子を IVRTCLSM に

より可視化し，動画を撮影した．その結果，一過性の肺集積を示した Cation-LPs はマイクロオ

ーダーの凝集塊を形成して血流内を流れていた一方で，GALA-LPs は凝集塊を形成することなく

分散して流れていた．これまで，カチオン性物質を用いた肺標的型キャリアは，血球成分との in 

vitro 凝集評価，in vivo 肺血管の塞栓痕から，血球成分との凝集塊形成が肺集積の要因と推察さ

れてきていたが 55，IVRTCLSM を用いた評価により血流内で凝集塊を形成していることが直接

証明された．一方で，GALA-LPs は肺集積キャリアであるにも関わらず，凝集塊を形成せず血流

内を分散して流れていることから，従来の肺標的型キャリアと異なり肺塞栓リスクは低いことが

示されると同時に，何かしらのリガンドを介して肺に集積していることが示唆された． 

リガンド探索として，GALA は HA2 の pH 応答性膜融合性機能を模倣して創製されたことを

ヒントに，HA2 が膜融合以外に持つシアル酸糖鎖認識能に着目した．少し飛躍した仮説ではあっ

たものの，レクチンを前処置した HMVEC-L 細胞を用いた評価により，GALA-LPs はインフル

エンザウイルスと同様にシアル酸構造ではなく，細胞膜上に提示されているシアル酸糖鎖

（SAα2,3Gal 糖鎖及び SAα2,6Gal 糖鎖）を認識して細胞内に取り込まれることが示唆された（図

1.6-1）．しかしながら，シアル酸糖鎖は肺血管内皮細胞だけでなく，他の血管内皮の細胞膜上に

も提示されている 56．また，石塚は GALA-LPs が非血管内皮細胞と比較して，血管内皮細胞に高

い特異性を有し，血管内皮細胞間では取り込みに違いがないことを明らかにしている（図 1.6-2）
38．それにも関わらず，肺に特異的に集積することについて，肺は毛細血管面積が他の臓器に比

べて極めて大きく，静脈内投与後のファーストパス臓器であることが関係していると考えている．  

ここまで，GALA のメカニズムを解明してきたが，本章の検討を通して新たに GALA の興味

深い特徴が見えてきた．まず，GALA と同様に pH 応答性エンドソーム脱出素子であり，HA2 の

膜融合ドメインを一部改変したペプチドである INF7 ペプチドは，肺集積性を持たないことであ

る．次に，GALA は HA2 が酸性条件下で α-helix 構造をとることに着目して創製されたペプチド

であり，HA2 のシアル酸糖鎖認識ドメインは膜融合ドメインと異なる場所に位置し，GALA と

HA2 のシアル酸糖鎖ドメインのアミノ酸配列は異なることである．最後に，シアル酸糖鎖は負電

荷を帯びており，負電荷を持つ GALA がシアル酸糖鎖を認識するには，静電気的反発を乗り越え

なければならないことである．このように興味深い点はまだ多く残されており，今後の研究を進

めることにより，GALA のシアル酸糖鎖認識様式の解明，GALA よりシアル酸糖鎖への特異性，

親和性の高い新規ペプチドの創製につながると考えている． 
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図 1.6-1  GALA-LPs の肺血管内皮細胞標的化メカニズムの模式図 

GALA-LPs はインフルエンザウイルスと同様に，糖鎖末端のシアル酸残基でなく，細胞膜上に提示れているシア

ル酸を含む糖鎖配列を認識し，細胞内に取り込まれると考えられる． 

 

 
図 1.6-2  非血管内皮細胞及び血管内皮細胞における GALA-LPs の細胞内取り込み評価 

脂質膜を NBD-DOPE で蛍光標識した Liposome 及び GALA-Liposome を各細胞に添加し，1 時間後の細胞取り込

み量を FACS で評価した．各細胞（HepG2：ヒト肝癌細胞，A549：ヒト非小細胞癌細胞，HeLa：ヒト子宮癌細

胞，HUVEC：ヒト臍帯静脈内皮細胞，HMVEC-L）での GALA-Liposome の取り込み量 (平均蛍光強度) を Liposome

の取り込み量で除することにより GALA による取り込み増加効果を評価した (n = 3-4) ． 

*：p＜0.01，N.S.: not significant difference 

図は，石塚，北海道大学大学院生命科学院，博士学位論文より抜粋した． 
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第2章. GALA/MEND を用いた siRNA による肺疾患治療応用 

2.1 緒言 

これまで，製薬業界において主役であった低分子薬開発は様々な疾患の治療薬を生み出し，人

類の健康と福祉の発展に貢献してきた．しかし，その創薬は標的分子を同定後，標的分子への親

和性が高い化合物のスクリーニング，体内動態，安全性，物性などを踏まえた化学構造の最適化

を経るため，多大な時間と費用を要している．一方で，siRNA は標的分子の同定後，速やかに

siRNA 配列を設計することが可能であり，その特異性は高く，親和性も数 pM と低分子に対して

大きなアドバンテージを持っている 57． 

近年開発のめざましい抗体医薬は，標的分子への特異性・親和性が非常に高いことから，少な

い副作用で高い効果が得られる治療薬として開発され，その市場規模は世界で 400 億ドルを超え，

今後もその市場はさらに拡大すると予測されている 58．しかしながら，抗体は細胞内の分子を標

的とすることはできず，標的可能な分子は細胞膜の表面に発現する分子のみに制限される．一方

で，siRNA は標的分子の発現場所に関わらず，理論上すべての分子の mRNA を制御することが

可能であり，低分子，抗体では治療が困難なアンメットメディカルニーズを克服する次世代医薬

として期待されている． 

肺疾患は，序論でも述べたようにアンメットメディカルニーズを多く抱える臓器であり，治療

薬の開発だけでなく，肺への薬物送達技術の開発も肺疾患治療戦略の重要な位置づけを占めてい

る．肺への薬物送達経路は，気道を介した吸入投与による肺実質細胞への送達と静脈内投与を介

した肺血管内皮細胞への送達の２つに大別される．吸入投与は，気管支疾患，喘息，慢性閉塞性

肺疾患など気管，肺胞の上皮細胞が関与する疾患に対して，全身性の副作用を抑制し，ターゲッ

ト細胞に高濃度での薬物送達を可能としており 59，吸入剤は数多く上市されている 60．一方で，

静脈内投与型の肺血管内皮標的キャリアは実用化に至っていない．しかしながら，肺血管内皮細

胞は肺高血圧症 8, 9，急性肺障害/急性呼吸促迫症候群 61, 62 など致死率の高い疾患に直接関与して

おり，さらに，肺がん及び癌細胞の肺転移にも関与していることが報告されており 63 64，肺血管

内皮標的型キャリアの開発はこれら疾患の治療薬開発に寄与することが期待される．また，ゲノ

ム解析と分子機構の解明が進むとともに，これら疾患も原因遺伝子の同定が急速に進められてい

る． 

このように，肺血管内皮細胞は肺疾患治療戦略における重要なターゲット細胞の 1 つであるこ

とから，siRNA などの核酸を肺血管内皮細胞に送達するキャリアも研究が行われている 65-67．従

来の肺標的型の核酸送達キャリアはカチオン性物質が主に用いられており，キャリアが持つ正電

荷が細胞への結合及びエンドソーム脱出のドライビングフォースとなっている 44, 68, 69．しかしな

がら，カチオン性キャリアは，血球成分との凝集体を形成し，毛細血管内を一時的に閉塞させる

ことが肺集積の要因となっている 42-44．従って，カチオン性材料の利用は微小梗塞，組織虚血，

心筋傷害など臨床使用上の問題を引き起こすリスクを伴っている 55．肺ターゲットを成功させる
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ためにはこのようなリスクを回避し，かつ能動的なターゲットを可能にする技術が必要となる．

さらに，核酸送達を実現するためには，前述した体内動態制御に加え，細胞内取り込み及びエン

ドソーム脱出による細胞質への siRNA の放出を含む細胞内動態制御も重要となる． 

GALA は，元来持つ細胞内動態改善機能に加え，第 1 章で詳細を明らかにした肺血管内皮標的

能と 2 つの機能を併せ持つ dual functional peptide であり，この機能を利用して，siRNA 送達に

よる肺疾患治療への応用展開を試みた．  

 

2.2 核酸送達に及ぼす PEG 脂質誘導体の影響 

siRNA などの核酸を送達する人工ベクターの構築を考える上で，粒子表面で水和層を形成する

PEG は重要な役割を果たす．PEG は，細網内皮系による補足回避による血中滞留性の向上，粒

子の凝集抑制による保存安定性改善などの機能 70-72をキャリアに付加する一方で，キャリアの細

胞内取り込み及びエンドソーム脱出の抑制に伴う核酸の機能発現効率の低下をもたらす 32, 73, 74．

このように，PEG のジレンマと呼ぶ問題に直面する．しかしながら，実用性を考える上で，保存

安定性は非常に重要な項目であり，粒子の凝集を抑制する PEG は必要な構成成分と考えている．

そこで，siRNA によるノックダウン検討に先駆けて，核酸送達に最適な PEG 選定の検討を pDNA

を封入した GALA/MEND を用いて行った．PEG は親水性が高く，そのままでは MEND 脂質膜

に修飾することができないため，PEG を脂質誘導体化し，この脂質構造をアンカーとすることで

脂質膜への挿入を可能にしている．そこで，今回，MEND への PEG 修飾に必須となる PEG 脂

質誘導体の脂質構造に着目した． 2 本鎖脂質構造を持ち，DDS 分野で汎用され，DOXIL の構成

成 分 と し て も 知 ら れ る 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamine-N-[methoxy- 

(polyethylene glycol)-2000]（DSPE-mPEG）75，1 本鎖脂質構造を持つ Stearyl-mPEG2000

（STR-mPEG），これらとは大きく構造が異なる Cholesteryl- mPEG2000（Chol-mPEG）76と 3

種類の PEG 脂質誘導体が GALA/MEND の体内動態及び細胞内動態に及ぼす影響を評価した．な

お，本項で用いた MEND は protamine と pDNA を凝縮化したコアを DOTAP/EPC/Chol（3:4:3）

から成る脂質膜内に封入し，5% PEG 脂質及び 2% Chol-GALA を修飾した組成から構成されてい

る． 
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図 2.2-1  PEG 脂質の構造 

MEND に修飾した PEG 脂質の構造を示す．1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamine-N-[methoxy- 

(polyethylene glycol)-2000]（DSPE-mPEG），Cholesteryl- mPEG2000（Chol-mPEG）及び Stearyl-mPEG2000

（STR-mPEG）． 

 

体内動態は，脂質膜を[3H]標識した各 MEND を投与量 10 μL/g mouse として，ICR マウス（5

週齢，♂）の尾静脈より投与し，投与 24 時間後にマウスより肺を摘出し，肺に含まれる[3H]の量

を液体シンチレーションカウンターにより測定することで肺への移行量を評価した．その結果，

DSPE-mPEG は GALA による肺移行性を著しく抑制し，GALA 未修飾時と同レベルまで低下し

ていた．一方で，STR-mPEG 修飾 GALA/MEND は PEG 未修飾時と同程度の肺移行性を示し，

GALA の肺移行性機能に影響を及ぼさないことが示唆された（図 2.2-2）． 

 

 

 
図 2.2-2  pDNA 封入 MEND の in vivo マウス肺集積性 

[3H]で脂質膜を標識した各 MEND（10 μL/g mouse） をマウス尾静脈より投与し，24 時間後の肺における[3H]カ

ウントを測定した．肺移行量は，投与量に対する臓器当たりの移行量（%ID/g organ）として算出した（n = 2）． 
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細胞内動態は，pDNA 封入 MEND のマウス胎児肺間葉細胞（MFLM-4）におけるルッシフェ

ラーゼ遺伝子発現活性を測定することにより評価した．ルッシフェラーゼ遺伝子をコードした

pDNA を封入した MEND を MFLM-4 細胞に遺伝子導入し，24 時間後のルッシフェラーゼ活性

を測定した．その結果，PEG未修飾GALA/MENDは非常に高い遺伝子発現活性を示したものの，

DSPE-mPEG の修飾により遺伝子発現活性が PEG 未修飾 MEND と同程度まで抑制された．一

方で，Chol-mPEG 及び STR-mPEG 修飾時における GALA/MEND の遺伝子発現活性は PEG 未

修飾時と同程度を維持していたことから，Chol-mPEG 及び STR-mPEG は GALA/MEND の細胞

内動態に悪影響をもたらさないことが示唆された．  

GALA/MEND を用いて肺血管内皮細胞をターゲットする上で，体内動態及び細胞内動態の観

点からは PEG は必要ないことが示唆されたが，PEG 未修飾 MEND は調製後数日で凝集沈殿す

ることを確認している．一方で，PEG 脂質の種類に関係なく，PEG 修飾 MEND はこの凝集を回

避できたことから，保存時の凝集回避に PEG 修飾は有効と考えた（データ未掲載）． 

これらの結果より，GALA/MEND の保存安定性を改善し，体内動態及び細胞内動態に影響を

与えない STR-mPEG は PEG のジレンマを回避する PEG 脂質として選定し，siRNA によるノッ

クダウン検討時に使用する GALA/MEND には STR-mPEG を組み込むこととした． 

 

 

 
図 2.2-3  pDNA 封入 MEND の MFLM-4 細胞における in vitro 遺伝子発現活性 

ルッシフェラーゼ遺伝子をコードした pDNA を DOTMA/Chol/EPC から構成される MEND に封入した．5 mol% 

PEG 脂質と 2 mol% Chol-GALA を修飾した MEND を MFLM-4 細胞に遺伝子導入し，24 時間後のルッシフェラー

ゼ活性を測定した（n=3-4）．MEND のルシフェラーゼ活性はタンパク質量当たりの相対蛍光強度（RLU/mg protein）

として算出した． 

**：p＜0.01（vs PEG 未修飾 MEND），
#
：p< 0.05（vs PEG 未修飾 GALA/MEND），N.S.: not significant difference

（vs PEG 未修飾 GALA/MEND） 
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2.3 siRNA 封入 GALA/MEND の調製 

siRNA 封入 GALA/MEND は，肺血管内皮標的化キャリアとして組成が最適化された pDNA

封入 IRQ-PEG-MEND の組成を参考とした 41．siRNA の凝縮化剤として，プロトンスポンジ効

果によりエンドソーム膜破壊作用を有する polyethylenimine（PEI）77を用いて siRNA コアを調

製した．siRNA コアはカチオン性脂質膜でコートするため，表面電荷が負となるように siRNA

に対して PEI を添加した．  

MEND の脂質二重膜は，DOTMA/Chol/EPC/STR-PEG をモル比（30/40/30/5 mol%）で調製

し，Chol-GALA は 2 mol%を MEND に修飾した（GALA/MEND）（図 2.3-1）．この MEND は正

電荷を持つ脂質二重膜と負電荷を持つ siRNA コア粒子の静電気的な相互作用を利用することで

効率よくパッケージングすることを可能にしている．カチオン性脂質として選択したDOTMAは，

グリセロール骨格と脂肪鎖がエーテル結合により結合されているため，生体内で分解されにくく，

遺伝子導入効率が高いことが報告されている 78, 79．Cholesterol は，血中におけるリポソームの脂

質膜安定性に寄与すること 80-83，EPC は安定な脂質膜構造であるラメラ構造形成により製剤的安

定性が向上すること 84を期待して選択した．STR-PEG は 2.2 で述べたように，製剤的安定性，

細胞内動態及び体内動態のバランスに優れていることから選択した．調製した siRNA コア及び

GALA/MEND の物性を表 2.3-1 に示した． 

 

 

図 2.3-1  GALA/MEND の構成成分 
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表 2.3-1  siRNA コア及び GALA/MEND の粒子径・ζ電位 

 Size (nm) PDI -potential (mV) 
siRNA core 109±13 0.243±0.057 -25±5 

MEND 148±5 0.222±0.016 29±2 
GALA/MEND 107±11 0.285±0.045 15±2 

 

 

2.4 siRNA 封入 GALA/MEND の in vivo 肺血管内皮細胞ノックダウン評価 

siRNA 封入 GALA/MEND の in vivo 肺血管内皮細胞ノックダウン効果を評価した．血管内皮

細胞のマーカー遺伝子である CD31 を標的とする siRNA（siCD31）を封入した GALA/MEND

を 0.2-4.0 mg siRNA/kg の投与量で C57BL/6N マウス（6 週齢，♂）の尾静脈より投与し，その

24 時間後に肺を摘出した．摘出した肺から mRNA を抽出し，CD31 と同様に血管内皮細胞のマ

ーカー遺伝子である CD34 に対する CD31 mRNA の相対発現量を定量的 RT-PCR（qRT-PCR）

法により解析した． 

GALA 未修飾である MEND 投与時には，2.0 mg siRNA/kg 以上の投与量で肺におけるノック

ダウンが観察されたのに対し，GALA/MEND 投与時には 0.5 mg siRNA/kg で明らかなノックダ

ウンが観察された（図 2.4-1）．さらに，このシステムによるノックダウン効果は，現在臨床第 I

相試験を実施中の AtuPLEX を越えるものであった． AtuPLEX は Silence Therapeutics 社によ

り開発された肺血管内皮細胞を標的とする lipoplex 様の siRNA デリバリーシステムであり 85-87，

肺血管内皮標的siRNAキャリアとして最も開発が進んでいる．AtuPLEXは，3.0 mg siRNA/kg を

投与することにより，約 60％の肺血管内皮細胞の遺伝子ノックダウン効果が得られている．この

ように GALA/MEND は非常に優れた siRNA デリバリーシステムであることが示唆された． 
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図 2.4-1  MEND 及び GALA/MEND の肺血管内皮細胞ノックダウン評価 

siCD31 を封入した MEND 及び GALA/MEND（0.2-4.0 mg siRNA/kg）を C57BL/6N マウスに尾静脈内投与し，24

時間後に肺を摘出し，mRNA 量を qRT-PCR 法により測定した（n=3-5）．縦軸は CD31 の mRNA 量を CD34 の

mRNA 量で補正した値を示す． 

*：p< 0.01 (vs 各 dose の MEND) 

 

2.5 PEG 脂質が GALA/MEND の保存安定性及びノックダウンに及ぼす影響 

2.4 において，GALA/MEND は肺血管内皮細胞を標的とする優れた siRNA キャリアであるこ

とが立証された．GALA/MEND 組成が適正であるかを検証することを目的として，本項では，

PEG 脂質に着目し，製剤としての保存安定性とノックダウン効果について評価した． 2.2 におい

て，二本鎖脂質構造を持つ DSPE-mPEG より一本鎖脂質構造を持つ STR-mPEG の方が GALA

の機能を損なわなかったことから，STR-mPEG に加えて，DSPE-mPEG より一本鎖脂質構造に

近い N-octanoyl-sphingosine-1-{succinyl [methoxy (polyethylene glycol) 2000]}（C8Cera-mPEG）

の 2 つの PEG 脂質を用いて，1~10mol% 修飾した GALA/MEND を調製した． 

GALA/MEND への STR-mPEG 及び C8Cera-mPEG の修飾量の増加に伴い，粒子径，PDI

及び ζ-電位いずれも小さくなる傾向が見られた（表 2.5-1）．粒子径の減少は，PEG 脂質修飾によ

る脂質膜枚数の減少が要因と考えられた．また，PDI の減少は脂質膜枚数の均一化により粒度分

布が均一になったためと推察され，PEG 脂質修飾量の増加は粒子の均一化に寄与することが示唆

された．ζ-電位の低下については，PEG が脂質膜表面に水和層を形成したことにより，カチオン

性脂質による正電荷がマスクされたためと考えられた．PEG 未修飾 GALA/MEND は調製後翌日

に明らかな沈殿物が確認されるものの，PEG 脂質の修飾により凝集・沈殿は抑制され，成り行き

室温下で調製後 1 ヶ月を経ても沈殿は見られなかったことからPEG脂質の修飾は MENDの保存

安定性向上に大きく寄与することが示唆された．  
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表 2.5-1  PEG 脂質修飾 GALA/MEND の物性 

 
 

 

次に，STR-mPEG あるいは  C8Cera-mPEG を  1, 5, 10 mol%修飾した siCD31 封入 

GALA/MEND 1 mg siRNA/kg を C57BL/6N マウス尾静脈より投与し，その 24 時間後に肺を摘

出した．摘出した肺から mRNA を抽出し，CD34 に対する CD31 mRNA の相対発現量を

qRT-PCR 法により定量することでノックダウン効果を評価した．その結果，STR-mPEG 及び 

C8Cera-mPEG 修飾 GALA/MEND 共に修飾量が 5%までは PEG 未修飾時と同様に約 80％の

ノックダウン効果が得られたが，PEG を 10%修飾した GALA/MEND のノックダウン効果は約 

70%とその効果が減弱する傾向がみられた．STR-mPEG 及び C8Cera-mPEG の修飾がノックダ

ウン効果を抑制しにくい要因として，一本鎖脂質構造あるいはそれに近い構造を持つ PEG 脂質は

脂質のアンカーとしての機能が弱く，血中で GALA/MEND が希釈された際に PEG 脂質が徐々に

抜けていることが考えられた 88．一方，10 mol%修飾 GALA/MEND のノックダウン活性が低下

したことについて，肺到達時に活性に影響を与えるだけの PEG 脂質が GALA/MEND 表面に残存

しているためと推察された．ノックダウン効果は，これら 2 種類の PEG 脂質に違いは見られな

かったが，C8Cera-mPEG を 5%以上修飾した GALA/MEND を 4 mg siRNA/kg 投与し，24 時間

後に開腹した際，胸水の貯留が認められた．一方，STR-mPEG 修飾 GALA/MEND ではこのよう

な現象が見られなかったことから，C8Cera-mPEG 自身が毒性を有していることが示唆された．

以上の検討より，STR-mPEG は GALA/MEND の機能を保持しながら保存安定性を改善する素子

として有用であり，修飾量は 5 mol%が適正であることが示された． 
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図 2.5-1  PEG 脂質修飾が GALA/MEND の肺ノックダウン効果に及ぼす影響評価 

STR-mPEG あるいは C8Cera-mPEG を 1, 5, 10 mol%修飾した siCD31 封入 GALA/MEND（1.0 mg siRNA/kg）

を C57BL/6N マウスに尾静脈内投与し，24 時間後に肺を摘出し，mRNA 量を qRT-PCR 法により測定した（n=3）．

縦軸は CD31 の mRNA 量を CD34 の mRNA 量で補正した値を示す． 

*：< 0.05（vs nonPEG） 

 

 

2.6 GALA 修飾量の最適化 

これまで，MEND への GALA 修飾量は 2mol%に固定して実施してきた．そこで，GALA 修飾

量の最適値を明らかにすることを目的として，MEND への GALA 修飾量がノックダウン効果に

及ぼす影響を評価した． 

GALA 修飾量が 1～4 mol%と異なる siCD31 封入 MEND を調製し，0.5-2.0 mg siRNA/kg の

投与量で C57BL/6N マウス（6 週齢，♂）の尾静脈より投与し，その 24 時間後に肺を摘出した．

摘出した肺から mRNA を抽出し，CD34 に対する CD31 mRNA の相対発現量を qRT-PCR 法に

より解析した．その結果，1～4 mol% GALA を修飾することにより GALA 未修飾 MEND に比べ

て肺におけるノックダウン効果は改善され，さらに 1.5～2 mol% GALA 修飾時に GALA/MEND 

は高いノックダウン効果を示し，2 mol% GALA 修飾時に最も高い効果が得られることを明らか

にした (図 2.6-1)． 
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図 2.6-1  MEND への GALA 修飾量が in vivo ノックダウン効果に及ぼす影響評価 

Chol-GALA を 0-4 mol%修飾した siCD31 封入 GALA/MEND（0.5-2 mg siRNA/kg）を C57BL/6N マウスに尾静脈

内投与し，24 時間後に肺を摘出し，mRNA 量を qRT-PCR 法により測定した（n=3）．縦軸は CD31 の mRNA 量

を CD34 の mRNA 量で補正した値を示す． 

**：p< 0.01（各 Dose の GALA 未修飾 MEND） 

 

2.7 MEND の安全性評価 

組成の最適化が確認された GALA/MEND（DOTMA/Chol/EPC/STR-PEG/Chol-GALA = 

30/40/30/5/2）の単回投与時における安全性を評価することを目的として，MEND 及び 

GALA/MEND を投与量 2 mg siRNA/kg で C57BL/6N マウス（6 週齢，♂）の尾静脈内に投与し，

24 時間後における血液学的検査，血液生化学的検査及び病理検査を実施した．その結果，MEND 

及び GALA/MEND 投与による血液生化学的検査に顕著な変化は見られなかった（表 2.7-1）．一

方で，血液学的検査において，MEND の投与により顕著なリンパ球の減少が見られたものの，

リンパ球の減少は GALA の修飾により軽減される傾向が見られた（表 2.7-2）．臓器の器質変化

について，今回検査した臓器（肺，脾臓，心臓，腎臓，肝臓）は障害が観察されず，GALA/MEND

投与群において 3 例中 2 例で肝臓のグリコーゲンの減少が見られたのみであった（表 2.7-3）．こ

のグリコーゲン減少は軽度な体重減少に伴う GALA/MEND 投与の 2 次的な影響と推察され，安

全性上問題となる所見ではないと考えられた．これらの結果より，GALA/MEND 2 mg siRNA/kg

の単回投与は直ちに臨床上問題となるような急性毒性が見られず，ノックダウン効果が得られる

投与量（0.5 mg siRNA/kg）との乖離が確認できたことから，GALA/MEND は効果と安全性のバ

ランスが取れたキャリアであることが示唆された． 
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表 2.7-1  MEND 投与後 24 時間における血液生化学的検査 

 

AST:アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ，ALT:アラニントランスアミナーゼ，LDH:血清乳酸脱水素酵素，

ALP:アルカリフォスファターゼ，ChE:コリン－エステラーゼ，γ-GTP:γ グルタミルトランスペプチダーゼ，CK:

クレアチンキナーゼ，LIP:リパーゼ，GLU:グルコース T-Cho:総コレステロール，TG:トリグリセリド，PL:リン脂

質，NEFA:遊離脂肪酸，TP:総蛋白，ALB:アルブミン，GLB:グロブリン，A/G:アルブミン/グロブリン比，UN:血

清尿素窒素，CRE:クレアチニン，T-Bil:総ビリルビン，Ca:カルシウム，Na:ナトリウム，K:カリウム，Cl:クロー

ル 

数値は平均（SD）を示す（n=3）． 

 

表 2.7-2  MEND 投与後 24 時間における血液学的検査 

 

WBC:白血球，RBC:赤血球，HGB:ヘモグロビン，HCT:ヘマトクリット値，MCV:平均赤血球容積，MCH:平均赤血

球ヘモグロビン量，MCHC:平均赤血球ヘモグロビン濃度，PLT:血小板数，Neut:好中球，Lymph:リンパ球，Mono:

単球，Eos:好酸球，Baso:好塩基球，LUC:大型非染色球，Retic:網赤血球 

数値は平均（SD）を示す（n=3）． 
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表 2.7-3  MEND 投与後 24 時間における各臓器の病理検査 

 
siCD31 封入 MEND（2 mg siRNA/kg）を C57BL/6N マウスに尾静脈内投与し，24 時間後に脾臓，肺，心臓，肝臓

及び腎臓を摘出し，光学顕微鏡標本作製により病理検査を行った．スコアは-，+，++及び+++の 4 段階で評価し

た．また，各個体の MEND 投与前後における体重変化率を算出した． 

 

 

2.8 IVRTCLSM を用いた MEND の生体内挙動評価 

GALA/MEND 単回投与の安全性は確認されたが，GALA/MEND は負電荷を持つ GALA が脂

質膜表面に修飾されているものの，脂質膜にカチオン性脂質である DOTMA を用いているため，

弱い正電荷を帯びている（+15 mV）．強い正電荷を持つキャリアは血流内で凝集を引き起こすこ

とから，弱いながらも正電荷を持つ GALA/MEND も凝集が懸念された．そこで，マウス耳介静

脈内を流れる Cy3 標識 siRNA 封入 MEND 及び GALA/MEND の挙動を IVRTCLSM により直

接観察した 45．観察開始 10sec 後に MEND 及び GALA/MEND を尾静脈留置カテーテルを介し

て BALB/c ヌードマウス（8 週齢，♀）に投与した．投与後 2.2min における動画の画像を切り出

した静止画を図 2.8-1 に示した．MEND 投与時にはマイクロオーダーの様々な大きさの塊が血流

内を流れていたが，GALA/MEND は蛍光シグナルが分散している様子が観察された．この凝集の

程度は血流内の領域における各ピクセル間の Cy3 蛍光強度の変動係数（C.V.）を算出することに

より定量化した（図 2.8-2）46．MEND の C.V.値は大きく変動しながら経時的に減少していった．

一方で，GALA/MEND の C.V.値は GALA./MEND の血流内への流入に伴い上昇し，その後 C.V.

値の変動はほとんどなく，低い値を維持して推移した．  

 

 

 

  

Test group
Dose(mg/kg) 0 0 0 2 2 2 2 2 2

Site/Findings Animal No. 0101 0102 0103 0201 0202 0203 0301 0302 0303
Spleen

Deposit,brown pigment,red pulp - + - - - - - - -
Lung

Noteworthy findings - - - - - - - - -
Heart

Noteworthy findings - - - - - - - - -
Liver

Decrease,glycogen,hepatocyte - - - - - - - + +
Kidneys

Noteworthy findings - - - - - - - - -
Weight change ratio (%)

-4 -13

Control MEND GALA/MEND

01-4 -3 -2 0 -2
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図 2.8-1  マウス耳介静脈血流内における MEND の挙動 

Cy3 で蛍光標識した MEND 及び GALA/MEND を BALB/c ヌードマウスの尾静脈より投与し，IVRTCLSM により

マウス耳介静脈血流内を動画で撮影した．図に示す画像は，MEND 及び GALA/MEND 投与後 2.2 分の様子を示し

ている． 

 

 

 
図 2.8-2  C.V.算出によるマウス耳介静脈血流内における MEND の凝集定量評価 

凝集の程度は得られた動画から 5 秒毎に抽出した画像中の Cy3 蛍光強度の変動係数（C.V.）を用いて定量化した．

C.V.値は血管領域中から抽出した関心領域（ROI）における蛍光強度の標準偏差を平均値で除することにより算出

している．算出した C.V.値は 5 秒ごとにプロットした． 
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次に，MEND及びGALA/MENDに封入したCy3標識 siRNAの肺への集積の様子を観察した．

まず，麻酔下で BALB/c ヌードマウス（8 週齢，♀）に人工呼吸器を装着し，胸腔を切開した．次

に，肺毛細血管を可視化するため Evans Blue を尾静脈内投与し，その後，Cy3 標識 siRNA 封入

MEND あるいは GALA/MEND（1 mg siRNA/kg）を尾静脈留置カテーテルを介して投与した．

なお，マウスの肺毛細血管は IVRTCLSM を用いることにより，組織サンプリングをすることな

く直接観察を可能にしている（図 2.8-3）．MEND 投与時において，siRNA は肺の血管壁に集積

する際に，マイクロオーダーの大きな凝集を形成して流れていた（Supplemental Movie 4 及び図

2.8-4a）．一方で，GALA/MEND は凝集塊の形成なしに肺毛細血管内を流れており，血管壁に徐々

に集積している様子が観察された（Supplemental Movie 5 及び図 2.8-4b）．GALA 修飾による凝

集塊の減少は Cy3 蛍光シグナルの C.V.値の計算結果によっても定量的に確認された（図 2.8-5）．

MEND の凝集が GALA の修飾により解消されることを示す今回のデータは，MEND に修飾され

たGALAが粒子表面で負電荷層を形成することによりカチオン性粒子を血球成分から保護してい

ることを示唆している．従って，GALA はエンドソーム脱出及び肺血管内皮細胞ターゲットに加

えて，MEND の凝集を抑制する機能も併せ持っていることが示された．  

 

 

 

図 2.8-3  IVRTCLSM によるマウス肺血管の観察 

麻酔下で BALB/c ヌードマウス（8 週齢，♀）に人工呼吸器を装着し，胸腔を切開し（左図），リアルタイム生体

内共焦点レーザー顕微鏡システム（IVRTCLSM）により観察した（右図）
89
．IVRTCLSM は，共焦点レーザー顕

微鏡本体と画像解析ワークステーションの他に，実験動物固定器具や実験動物のコンディションを管理するため

の周辺装置によって構成される． 

右図は，Yakugaku Zasshi. 2012;132(12):1347-54.より引用した． 
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図 2.8-4  マウス肺毛細血管内における MEND の挙動 

Cy3 で蛍光標識した MEND 及び GALA/MEND を BALB/c ヌードマウスの尾静脈より投与し，IVRTCLSM により

マウス肺静脈血流内を動画で撮影した．図に示す画像は，MEND 及び GALA/MEND 投与後 0, 1, 2 分後の様子を示

している．緑：siRNA（Cy3），赤：血管（EvansBlue） 

 

 

 

図 2.8-5  C.V.算出によるマウス肺毛細血管内における MEND の凝集定量評価 

凝集の程度は得られた動画から 1 分毎に抽出した画像中の 5 箇所における Cy3 蛍光強度の変動係数（C.V.）を算

出し定量化した．C.V.値は血管領域中から抽出した関心領域（ROI）における蛍光強度の標準偏差を平均値で除す

ることにより算出している．算出した C.V.値は 5 箇所の ROI の平均値±SD を示している． 
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2.9 siCD31 siRNA 封入 GALA/MEND 投与による肺転移モデルマウスの治療 

GALA/MEND の臨床応用の可能性評価として，抗腫瘍実験を試みた．ターゲット遺伝子として，

既に GALA/MEND によるノックダウンに成功している CD31 を選定した．CD31 は血管内皮細

胞のマーカーであると共に，血管内皮細胞の管腔形成に関与していることが報告されている 90．

さらに，CD31 ノックアウトマウスあるいは anti-CD31 抗体を投与したマウスにおいて，腫瘍微

小血管の形成が乱れ，進行性メラノーマの転移を抑制できることが報告されている 64．また，メ

ラノーマの肺転移は予後が悪いことも報告されている 91． 

そこで，siCD31 を用いたメラノーマ肺転移の治療を試みた．ルシフェラーゼ（GL4）を安定発

現させた B16-F10 メラノーマ細胞（B16-F10-luc2）を C57BL/6N マウスに尾静脈内投与（day 0）

することでメラノーマ肺転移モデルマウスを作製した．腫瘍移植後翌日より siCD31 を封入した

GALA/MEND（1.0 mg siRNA/kg）を 3 日間隔で 6 回尾静脈内投与した．移植 17 日後，マウス

より肺を摘出し，肺のルッシフェラーゼ活性を測定することにより腫瘍の進行程度を定量化した．

また同時に，肺における CD31 mRNA 発現量も定量した． 

その結果，siCD31 を封入した GALA/MEND 投与群の腫瘍増殖は，コントロール群（未処置

群及び Control siRNA（siGL3）投与群）と比較して約 50%有意に抑制されていた（図 2.9-1b）．

この一連の実験において，CD31 の mRNA 発現量は未処置群及び siGL-3 投与群と比較して約

80％以上抑制されていたこと（図 2.9-1a），先述した先行論文において，CD31 ノックアウトマ

ウスの腫瘍増殖が半分程度であったことから 64，GALA/MEND は CD31 mRNA 発現抑制によ

る薬理効果を十分に発揮したと考えられた． 

GALA/MEND 単回投与時には体重減少が見られていたが，この実験における GALA/MEND 投

与による体重変化推移は未処置群と同様であった（図 2.9-1c）．臓器回収当日（Day17）に全投与

群で体重減少が見られているが，これは腫瘍増殖の進行が要因と推察しており，GALA/MEND 投

与の影響はないと考えている．また，Day17 において，肝障害の指標となる血漿中 AST 及び ALT

は siCD31 投与群では基準値付近であった（基準値 AST：43 IU/L，ALT：21 IU/L）ことから，

GALA/MEND の繰り返し投与は肝障害を誘導しないことが確認された（図 2.9-1d）．一方で，肝

転移のマーカーでもある AST の血清中濃度は肺転移が進行していた未処置群及び siGL3 投与群

で上昇が見られ，血清中 AST 濃度は肺転移の進行度と良好な相関性（相関係数：0.71）が見られ

た（図 2.9-2）．これは，肺転移進行に伴いメラノーマ細胞が肝臓に二次転移したことが要因と考

えられ，同時に GALA/MEND 投与は肺から肝臓への 2 次的な転移を抑制した可能性が示唆され

た．  
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図 2.9-1  GALA/MEND 投与によるメラノーマ肺転移モデルマウスにおける抗腫瘍効果 

メラノーマ肺転移モデルマウスはC57BL/6Nマウスに 2 x 105 B16F10-luc2をDay0に尾静脈内投与し，作製した． 

siGL3（ネガティブコントロール）あるいは siCD31 を封入した GALA/MEND を投与量 1 mg siRNA/kg でモデル

マウスに移植後翌日から 3 日おきに Day16 まで計 6 回尾静脈内投与した．Day0 から Day17 までの体重変化推移

（c）を測定し，Day17 にモデルマウスから肺を摘出し，ノックダウン活性（a），肺転移（b）を測定し，血清中

AST 及び ALT（d）を測定した（n=9-10）．（a）ノックダウン活性は，肺より抽出した mRNA 量を qRT-PCR 法に

より測定した．縦軸は CD31 の mRNA 量を CD34 の mRNA 量で補正した値を示す．（b）肺転移は癌進行の指標

として GL4 ルシフェラーゼ活性を測定した．ルシフェラーゼ活性は肺臓器あたりの相対蛍光強度（RLU/lung）と

して算出した．写真は摘出した肺の各投与群の代表例を示している．（c）体重変化推移は，Day0 の体重を基準と

して示している． 

*：p<0.05，**：p<0.01（vs Non treatment 及び siGL3） 
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図 2.9-2  肺転移モデルマウスへの GALA/MEND 投与時における肺転移と AST の相関 

GALA/MEND 投与によるメラノーマ肺転移モデルマウスの抗腫瘍効果評価時における，マウス個々の肺転移進行

度と血清中 AST 値をプロットし，相関図を得た．黒：Non treatment，赤：siGL3，青：siCD31 

 

 

2.10 まとめ 

本章では，GALA/MEND の実用化を念頭において，GALA/MEND 組成の最適化検証，安全性

評価及び肺転移癌モデルマウスを用いた治療効果について評価を行った．GALA/MEND 組成の最

適化検証により，Chol-GALA 修飾量には至適量が存在し，2 mol%修飾時に最も高いノックダウ

ン効果が得られることを明らかにした．また，PEG を含まない GALA/MEND は調製後数日で凝

集する問題を抱えていたが，STR-mPEG の修飾はノックダウン効果を低減することなく，この問

題を解消し，保存安定性を改善する有用な手段であることを見出した．PEG は GALA/MEND 表

面で水和層を形成することから，粒子間の会合が抑制され，粒子が安定化したと考えられた．一

方で，PEG による水和層の形成はキャリアの核酸導入効率を著しく低減する PEG のジレンマを

誘起する．しかしながら，本検討において PEG のジレンマが見られなかった要因として，静脈内

投与時に GALA/MEND が血液により希釈された際に，STR-mPEG 及び C8Cera-mPEG が速や

かに GALA/MEND の脂質膜から離脱することで，PEG による細胞内取り込み抑制及びエンドソ

ーム脱出抑制の影響を受けることなく，GALA/MEND が肺に送達されたためと考えられた． 

このように最適化された GALA/MEND について，血流内を流れる様子，肺に集積する様子を

IVRTCLSM により直接観察した結果，GALA/MEND は凝集塊を形成することなく，分散して血

流内を流れ，肺血管内皮細胞に集積していく様子を捉えることができた．一方で，GALA 未修飾

MEND は血管内でマイクロオーダーの凝集を形成していた．GALA はエンドソーム脱出機能に加

え，肺血管内皮へのターゲット能を持つだけでなく，凝集を引き起こすキャリアの凝集を防ぐ第

3 の機能も有していることから，GALA はこれまでに報告されているリガンド 92-94とは一線を画

すペプチドであることが示された． 
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最後に，GALA/MEND が siRNA を薬剤として治療への応用が可能か検証するため，メラノー

マ肺転移モデルマウスを用いて治療効果を評価した結果，ナノキャリア投与時に最も懸念される

肝毒性，全身毒性の指標となる体重減少なしに，肺転移を抑制することに成功した． 3 日間隔で

17 日間に渡り連続投与しても顕著な毒性は見られなかったこと，単回投与時に血液学的，臓器病

理所見において重篤な変化は見られなかったことから，GALA/MEND は薬効と毒性の観点から十

分に実用性があると考えられた． 

今回は，CD31 をターゲットとして肺転移癌の治療効果を評価したが，肺転移への関与がより

高い遺伝子をターゲットとして siRNA を送達することにより，さらに高い治療効果が得られるこ

とが期待される．また，GALA/MEND は癌だけでなく，肺血管内皮細胞が深く関与している肺高

血圧症，急性肺障害などの疾患への応用も期待でき，今後さらに研究を進めていきたいと考えて

いる． 
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第3章. siRNA 封入 GALA/MEND 調製におけるエタノール希釈法の有用

性評価 

3.1 緒言 

第 2 章では，GALA/MEND の薬理効果及び安全性に着目して検討を進めてきたが，その調製

方法は単純水和法を採用していた．単純水和法による調製は，まず，エタノールに溶解した脂質

をガラスチューブ中に添加し，減圧下でエタノールを除去することで脂質フィルムを作製する．

次に，脂質フィルムに siRNA と PEI から成るコア水溶液を添加し，水和，超音波処理すること

で GALA/MEND を調製している（図 3.1-1）．単純水和法は，リポソームの調製法として 1965

年に Bangham が報告し 95，ラボにおける基礎実験では，今も一般的に用いられている手法であ

り，MEND の調製方法としても実績が豊富である 31, 33, 96, 97．しかしながら，単純水和法は製造

のスケールアップが課題として挙げられる製法であり，脂質薄膜調製時におけるフラスコ容積に

制限があること，脂質水和時における超音波照射エネルギーの不均一性がその要因となっている

98．GALA/MEND の実用性を考える上で，製造のスケールアップは克服すべき課題であり，製法

の変更が必要と考えた． 

これまでに様々なリポソーム調製方法が開発されているが，実用性を考える上でそれぞれ問題

を抱えており，各製法の利点・欠点を表 3.1-1 にまとめた．これら製法の中で，スケールアップ

が容易であり，特殊な機器を用いずに調製でき，かつ核酸封入リポソームの調製法としても報告

されているエタノール希釈法に着目し 99-101，エタノール希釈法に基づいた GALA/MEND の調製

を試みた．  
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図 3.1-1  単純水和法による MEND の調製方法 

単純水和法による調製は，まず，エタノールに溶解した脂質をガラスチューブ中に添加し，減圧下でエタノール

を除去することで脂質フィルムを作製する．次に，脂質フィルムに siRNA と PEI から成るコア水溶液を添加し，

水和，超音波処理することで GALA/MEND を調製している． 

 

 

表 3.1-1  各種リポソーム調製法の特徴 

リポソーム調製法 利点 欠点 

単純水和法 
プロセスが単純 

残留溶媒が少ない 

スケールアップが困難 

膜枚数が不均一 

エタノール注入（希釈）法 
スケールアップが容易 

均一な一枚膜リポソームが形成 

エタノールの残留 

界面活性剤除去法 

プロセスが単純 

粒子サイズのコントロールが可能 

均一な一枚膜リポソームが形成 

界面活性剤の残留 

REV 法 
高い封入効率が得られる 有機溶媒の残留 

変性・分解しやすい分子には適さない 

超臨界二酸化炭素法 

有機溶媒を使用しない 

スケールアップが容易 

粒子サイズのコントロールが可能 

高圧に耐える特殊な装置が必要 

収率が低い 
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3.2 エタノール希釈法による GALA/MEND の調製 

調製方法の検討は，第 2 章で最適化を確認した組成（DOTMA/Chol/EPC/STR-mPEG/ 

Chol-GALA = 30/40/30/5/2）を用いて実施した．エタノール希釈法による MEND の調製は，ま

ず，ボルテックス下で脂質を含むエタノール溶液に siRNA/PEI コア水溶液を滴下し，エタノール

濃度を 30%とすることで，siRNA/PEI コアと脂質の複合体を形成させる．ここに，10mM HEPES 

buffer 5% glucose 溶液（HBG）を一気に加えてエタノールを希釈し，脂質の溶解度を下げること

で脂質膜が形成されると共にコア粒子が脂質膜内に封入され，MEND が形成される．最後に，溶

液中のエタノールの除去及び MEND の濃縮を目的として，限外ろ過を行うことで，実験に供す

る MEND を得た（図 3.2-1）．なお，コントロールとして，GALA 未修飾の MEND も同様に調製

した． 

従来の単純水和法及びエタノール希釈法により調製したMENDの物性データを表3.2-1に示し

た．GALA 未修飾時における単純水和法調製 MEND（MENDHyd）とエタノール希釈法調製 MEND

（MENDEtOH）の粒子サイズ及び ζ 電位は調製法に関わらず同程度であった．一方で，

GALA/MEND において，エタノール希釈法調製品（GALA/MENDEtOH）の粒子サイズは約 150 nm 

と従来の水和法調製品（GALA/MENDHyd）の粒子サイズ（約 100 nm）と比較して大きくなるこ

とが示された．なお，GALA/MEND の ζ 電位は調製法に関わらず約 20 mV と同程度であり，負

電荷を持つ GALA の修飾により ζ 電位は MEND と比較して減少していた． 

 

 

 

図 3.2-1  エタノール希釈法による MEND の調製方法 

エタノール希釈法による MEND 調製法は，①ボルテックス下で脂質を含むエタノール溶液に siRNA/PEI コア水溶

液を滴下し，エタノール濃度を 30%とすることで，siRNA コアと脂質の複合体を形成させる．②ここに 10mM 

HEPES buffer5% glucose 溶液（HBG）を一気に加えてエタノールを希釈して MEND を調製し，③限外ろ過によ

りエタノールの除去及び MEND の濃縮を行う． 
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表 3.2-1  各製法により調製された MEND の粒子径及び ζ 電位 

 Size (nm) PDI -potential (mV) 
MENDHyd 148±5 0.222±0.016 29±2 
MENDEtOH 150±13 0.217±0.037 35±4 

GALA/MENDHyd 103±11 0.264±0.009 22±2 
GALA/MENDEtOH 145±8 0.257±0.030 20±6 

 

 

3.3 エタノール希釈法により調製した GALA/MEND の機能評価 

各製法により調製した MEND のノックダウン効果は血管内皮細胞特異的に発現している

CD31を標的として評価した．siCD31用量が 0.05-4 mg siRNA/kg となるように調製したMEND

を C57BL/6N マウス（6 週齢，♂）の尾静脈より投与し，24 時間後に肺を摘出した．摘出した肺

から mRNA を抽出し，CD34 に対する CD31 mRNA の相対発現量を qRT-PCR 法により解析し

た．縦軸に CD34 に対する CD31 mRNA の相対発現量を，横軸に投与量をとることで，各 MEND

のノックダウン効果用量反応曲線を作成した（図 3.3-1）．その結果，MEND は調製法に関わらず

同程度のノックダウン効果であった (ED50；約 1.5 mg siRNA/kg)．次に，単純水和法において，

GALA 修飾は第 2 章で報告した通り，MEND のノックダウン効果を大きく改善した (ED50；約

0.34 mg siRNA/kg)．エタノール希釈法においても同様に GALA 修飾により MEND のノックダ

ウン効果が大きく改善されることが確認され，さらに GALA/MENDEtOH（ED50；約 0.17 mg 

siRNA/kg）は GALA/MENDHydより低い ED50 を持つ傾向が示された．この結果より，エタノー

ル希釈法はMENDに修飾したGALAの機能に予期せぬ影響を及ぼしている可能性が示唆された． 
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図 3.3-1  各製法により調製された MEND の肺血管内皮細胞ノックダウン効果 

単純水和法及びエタノール希釈法により調製した siCD31 封入 MEND（MENDHyd，MENDEtOH）を 0.05-4.0 mg 

siRNA/kg の投与量で C57BL/6N マウスに尾静脈内投与し，24 時間後に肺を摘出し，mRNA 量を qRT-PCR 法によ

り測定した（n=3）．縦軸は CD31 の mRNA 量を CD34 の mRNA 量で補正した値を示す． 

*：p< 0.01 (vs 各 dose の GALA/MENDHyd) 
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3.4 調製法が体内動態に及ぼす影響評価 

エタノール希釈法による調製がノックダウン効果を増強した要因として，体内動態に着目し，評

価を行った．MEND の脂質を[3H]Cholesteryl hexadecyl ether ([3H]CHE)により標識し，siRNA

を[γ-32P]-adenosine 5′-triphosphate (ATP)により標識し（[32P]siRNA），siRNA用量が2 mg/kg と

なるように調製した MEND を ICR マウス（5 週齢，♂）の尾静脈から投与し，1 時間後における

組織分布及び血中滞留性を測定した（図 3.4-1）．GALA/MENDHydの脂質及び siRNA は MENDHyd

と比較して肺に多く集積し，リポソームのクリアランス臓器である肝臓及び脾臓への集積は大き

く抑制された．一方で，GALA/MENDHydと GALA/MENDEtOHの脂質及び siRNA の各臓器への

集積は，今回評価した全ての臓器において同様の結果を示した．次に，GALA/MEND への siRNA

の封入率に着目した．MEND に封入されていない naked siRNA は血中から速やかに消失するこ

とから，血中の[32P]siRNA 量を[3H]CHE 量で除することで，GALA/MEND への siRNA の封入

率を算出することができる．その結果，封入率は調製法に関わらず約 70％であった．これらの結

果より，GALA/MENDEtOH のノックダウン効果改善は，体内動態及び siRNA の封入効率では説

明できないことが示された．  

 

 

 
図 3.4-1  投与 1 時間後における MEND の体内分布（A:肺，B:肝臓，C:脾臓，D:血液） 

脂質を[3H]CHE，siRNA を[32P]siRNA で標識した MEND（2 mg siRNA/kg）をマウス尾静脈より投与し，1 時間後

の肺，肝臓，脾臓及び血液中における[3H]及び[32P]カウントを測定した．各臓器移行量は，投与量に対する組織

1g（血液は 1 mL）あたりの移行量として算出した（%ID/g tissue, mean ± S.D., n = 3）． 

*：p< 0.05（vs Hydration） 
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3.5 調製法が細胞内動態に及ぼす影響評価 

siRNAによるノックダウン活性は細胞内取り込み及びエンドソーム脱出を含む細胞内動態が律

速になることが知られている 102．図 3.4-1 の結果より，肺集積から細胞内取り込みまでの過程に

違いはないと考え，GALA/MENDHyd と GALA/MENDEtOH のエンドソーム脱出過程を評価した．

調製に用いるsiRNAの一部をCy5標識siRNAと置換することにより蛍光標識したGALA/MEND

を HeLa 細胞に添加し，6 時間後におけるエンドソーム脱出を共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）

により観察した．その結果，GALA/MENDEtOHは後期エンドソームと共局在していない赤のドッ

トが多く観察された（図 3.5-1）．一方で，GALA/MENDHydは GALA/MENDEtOHと比較して，細

胞内の赤のシグナルが明らかに少なくなっていた．この要因として，GALA/MENDHyd はエンド

ソーム/リソソーム内で速やかに分解されている可能性を考えた．そこで，この画像を解析し，１

細胞中における GALA/MEND のエンドソーム脱出の割合を算出し，20 個の細胞の結果をプロッ

トしたグラフを図 3.5-1c に示した．その結果，GALA/MENDHyd のエンドソーム脱出効率は，

GALA/MENDEtOHより有意に低かった．調製法の違いが，このような機能の差を生んだメカニズ

ムは不明であるが，GALA/MENDEtOHは GALA/MENDHydと比較して粒子サイズが大きいことか

ら，エンドソーム膜と相互作用する１粒子中の GALA 分子の数が多くなり，エンドソーム脱出が

促進された可能性が推察された．これらの結果より，GALA/MENDEtOHのノックダウン活性の増

強は，エンドソーム脱出の促進が要因と考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

53 

 

図 3.5-1  HeLa 細胞における GALA/MEND の細胞内動態評価 

GALA/MEND は調製に用いる siRNA の一部を Cy5 標識 siRNA と置換することにより蛍光標識した．単純水和法

により調製した GALA/MEND（A）あるいはエタノール希釈法により調製した GALA/MEND（B）を HeLa 細胞に

添加し，6 時間後に CLSM により観察した．エンドソーム/リソソームと細胞質に存在する siRNA を区別するため

に，エンドソーム/リソソームは Lysotracker Blue を用いて染色した．Lysotracker Blue と Cy5 蛍光シグナルは，

それぞれ緑と赤の疑似カラーで示した．（C）１細胞中における GALA/MENDEtOH と GALA/MENDHyd のエンドソー

ム脱出の割合を算出し，20 個の細胞の結果をプロットし，定量化した． 

*; p < 0.01，Mann-Whitney U-test 

 

 

 

3.6 まとめ 

本章では，GALA/MEND は製造のスケールアップが比較的容易であるエタノール希釈法により

調製可能であることを明らかにした．さらに，粒子サイズの大きい GALA/MENDEtOH は速やかな

細胞内取り込み及びエンドソーム脱出により，GALA/MENDHydと同程度以上の高いノックダウン

効果を得られることが示された．今回，検討したエタノール希釈法はチューブを用いたバッチ方

式であり，単純にスケールアップすることは難しい．特に，siRNA コアの調製をスケールアップ

あるいは連続的に製造することは困難が予想される．しかしながら，マイクロ流路を用いた連続

調製はエタノール希釈法の調製原理を応用可能であり 103, 104，原理的には siRNA コアの調製も可

能と考えている．従って，エタノール希釈法は GALA/MEND の大量製造及び siRNA の肺送達キ

ャリアとしての機能改善の可能性を持つ調製方法として期待できると考えている．  
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第4章. PEG 脂質のアンカー構造が pDNA 封入 MEND の細胞内動態に及

ぼす影響（Appendix） 

4.1 緒言 

pDNA 送達による遺伝子治療を成功させるためには，細胞が持つ様々なバリアを突破する必要

がある 102．細胞膜/エンドソーム膜は in vitro 遺伝子送達における第 1 関門となる．カチオン性リ

ポソームは，負電荷を持つ pDNA と静電気的相互作用により複合体を形成すること，プロテオグ

リカンなどの存在により負に帯電している細胞膜との結合を容易にすることから，in vitro 遺伝子

送達システムとして有用であることが報告されている 105-107． 

これまでに，原島研究室では，pDNA とポリカチオンの凝縮化コアを脂質膜で覆った MEND

も開発している 29, 32．pDNA の凝縮化剤として，精子核に特異的に存在する塩基性タンパク質で

ある protamine108 を用いて負の表面電荷を有する DNA コアを調製し，脂質膜として DOTAP/ 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- phospho-ethanolamine (DOPE) /Chol を用いた MEND は in vitro 培

養細胞への高いトランスフェクション活性を持つことが報告されている 32．また，PEG はリポソ

ームによる低分子薬物，遺伝子送達において，水溶性高分子として幅広く用いられている 32, 109-111．

MEND 表面への PEG の修飾は粒子サイズの低下，凝集抑制に寄与することが知られており 44，

これは本稿 2.5 でも述べている．さらに，リポソームへの PEG 修飾はリポソームの生体内安定性

を改善し，細網内皮系への捕捉回避による血中滞留性の向上をもたらすことが知られている 111．

PEG はリポソームにこのような有用性を付与する一方で，細胞内取り込み及びエンドソーム脱出

を妨げることにより，PEG 化リポソームの遺伝子発現活性を著しく低下させることが明らかとな

っている 32, 112． 

本章では，この PEG のジレンマを克服することを目的として，1) エンドソーム脱出を促進す

る機能性ペプチドの修飾，2) PEG 脂質の脂質構造に着目して検討を行った．エンドソーム脱出素

子として，膜融合非依存的にエンドソーム膜破壊機能を持つ INF7 ペプチド 53 を用いた．INF7

は HA2 の膜融合ドメインを一部改変したペプチド（GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYG）であ

り 54，中性条件下ではランダムコイル構造をとり，エンドソーム内の酸性条件下で膜破壊機能を

持つ α-へリックス構造へと変化するペプチドである．PEG 脂質として，最も汎用されている

distearoyl-sn-glycero-3-phoshoethanolamine-N-[methoxy (polyethylene glycol)-2000] 

（DSPE-mPEG）の他に N-octanoyl-sphingosine-1-{succinyl [methoxy (polyethylene glycol) 

2000]}（C8Cera-mPEG）， N-palmitoyl-sphingosine-1-{succinyl [methoxy (polyethylene glycol) 

2000]} （ C16Cera-mPEG ） 88 ， Cholesterol-polyethylene glycol 2000（Chol-mPEG） 76 及び

Stearyl-polyethylene glycol 2000（STR-mPEG）を用いた（図 4.1-1）． 
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図 4.1-1  検討に使用した PEG 脂質の構造 

Distearoyl-sn-glycero-3-phoshoethanolamine-N-[methoxy (polyethylene glycol)-2000] （ DSPE-mPEG ），

N-palmitoyl-sphingosine-1-{succinyl [methoxy (polyethylene glycol) 2000]} （ C16Cera-mPEG ） ，

N-octanoyl-sphingosine-1-{succinyl [methoxy (polyethylene glycol) 2000]} （ C8Cera-mPEG ） ， 

Cholesterol-polyethylene glycol 2000（Chol-mPEG），Stearyl-polyethylene glycol 2000（STR-mPEG） 

 

 

4.2 MEND の調製 

各種 PEG 脂質を用いて調製した MEND の物性を評価した．pDNA の凝縮化剤として，

protamine を用いて調製した DNA コアは，粒子径が約 100 nm，ζ 電位は-20 mV であった．こ

の時，pDNA に対して電荷比（N/P 比）が 1.0 となるように protamine を添加した．このコアを

DOTAP/Chol/EPC/PEG-lipid（30/40/30/5）から構成される脂質膜で覆った MEND，これに 3 

mol%の stearylated INF7（STR-INF7）を修飾した INF/MEND を調製した．調製した MEND

の粒子径及び ζ 電位を表 4.2-1 に示した．PEG 脂質未修飾の INF/MEND は明らかな凝集塊を形

成し，MEND を調製できなかった．しかしながら，PEG 脂質修飾により INF/MEND の凝集が

抑制され，いずれの PEG 脂質を用いた MEND も約 150 nm の均一な粒子が調製できた．また，

今回調製した MEND は，脂質膜としてカチオン性脂質を用いていることから，すべて正に帯電

していることが確認された．しかしながら，PEG修飾MENDはPEG未修飾MENDと比較して，

ζ 電位の低下が見られた．これは，PEG が MEND の脂質膜表面で水和層を形成し，脂質膜表面

の正電荷をマスクしているためと考えられた． 
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表 4.2-1  MEND の粒子径及び ζ電位 

non INF non INF non INF
MEND 155 agg* 0.207 agg* 51 agg*

MENDDSPE-PEG 128 129 0.179 0.203 25 11
MENDC16Cera-PEG 136 170 0.212 0.212 28 18
MENDC8Cera-PEG 140 146 0.237 0.218 34 17
MENDSTR-PEG 143 150 0.192 0.205 39 25
MENDchol-PEG 138 139 0.271 0.217 38 24

Diameter (nm) zeta-potential (mV)PDIMEND

 

  

4.3 PEG 脂質及び STR-INF7 修飾 MEND の細胞内動態評価 

4.2 にて調製した MEND を用いて，PEG 脂質及び STR-INF7 修飾が遺伝子発現活性に及ぼす

影響を評価した．ルッシフェラーゼ遺伝子をコードした pDNA を封入した MEND をマウス胎児

肺間葉細胞（MFLM-4）に添加し，24 時間後のルッシフェラーゼ活性を測定した．その結果，

STR-INF7未修飾MENDはPEG脂質の修飾により著しく遺伝子発現活性が低下した（図 4.3-1a）．

この低下は，PEG脂質の種類によらず確認され，特にDSPE-mPEG修飾MEND（MENDDSPE-PEG）， 

C16Cera-mPEG 修飾 MEND（MENDC16Cera-PEG）及び Chol-mPEG 修飾 MEND（MENDChol-PEG）

おいて顕著であった．脂肪鎖が短い C8Cera-mPEG 修飾 MEND（MENDC8Cera-PEG）及び 1 本鎖

脂質構造を持つ STR-mPEG 修飾 MEND（MENDSTR-PEG）は PEG 脂質修飾の影響が比較的小さ

かった．この要因として，これら PEG 脂質は脂肪鎖長が短いあるいは脂肪鎖が 1 本しか存在し

ないために脂質膜との疎水的結合力が低く，MEND を細胞に添加した際，培養液により希釈され，

PEG 脂質が MEND から徐々に脱離したためと考えられた 88． 

INF/MEND について，PEG 脂質の修飾により減少した遺伝子発現活性は STR-INF7 の修飾に

より改善された（図 4.3-1a）．しかしながら，その改善効果は PEG 脂質の脂質構造の違いにより

大きく異なっていた．それぞれの PEG 脂質修飾 MEND について，INF/MEND の活性を MEND

の活性で除することにより，STR-INF7 修飾による遺伝子発現活性の改善効果を算出した結果を

図 4.3-1b に示した．MENDC8Cera-PEG及び MENDSTR-PEGについて，PEG 修飾による MEND の遺

伝子発現活性の低下は限定的であり，STR-INF7 修飾による改善効果は約 30 倍であった．一方，

MENDDSPE-PEG及び MENDC16Cera-PEGでは，10 倍以内の改善効果しか得られなかった．STR-INF7

はスペーサーとして PEG を持たないため，ペプチドが脂質膜表面の近傍に提示されている．その

ため，STR-INF7 のペプチド部位は PEG の水和層に覆われていると考えられる．よって，PEG

脂質が脂質膜に安定して固定されるMENDDSPE-PEG及びMENDC16Cera-PEGはSTR-INF7の機能が

抑制され，一方で，MENDC8Cera-PEG 及び MENDSTR-PEG は PEG 脂質が脂質膜から徐々に脱離す

るために STR-INF7 が機能したと考えられた．これら 4 つの PEG 脂質についてはある程度想定

される結果であったが，MENDChol-PEG は他の PEG 脂質と異なる傾向を示した．MENDChol-PEG

は，MENDDSPE-PEG及び MENDC16Cera-PEGと同様に PEG 脂質の修飾により遺伝子発現活性が著し
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く低下したにも関わらず，STR-INF7 の修飾により PEG 未修飾 MEND（MENDnonPEG）と同程

度まで活性が改善し，その改善効果は 100 倍以上であった．なお，一連の実験において，MEND

トランスフェクション後に 1 ウェル中のタンパク量を定量することにより試験前後の細胞生存率

を評価した結果，未処置群と比較していずれの MEND 処置時にも 80%以上であったことから，

MEND による細胞毒性はないことを確認している（図 4.3-2）． 

 

 

 

図 4.3-1  MEND の遺伝子発現活性に及ぼす STR-INF7 の影響評価 

MEND のルッシフェラーゼ活性（a）．ルッシフェラーゼ遺伝子をコードした pDNA を DOTAP/Chol/EPC から構

成されるMENDに封入した．5 mol% PEG脂質と 3 mol% STR-INF7を修飾したMENDをMFLM-4細胞に添加し，

24 時間後のルッシフェラーゼ活性を測定した（n=3）．MEND のルシフェラーゼ活性はタンパク質量当たりの相対

蛍光強度（RLU/mg protein）として算出した．STR-INF7 による MEND の遺伝子発現活性改善率（b）．MEND の

改善率は INF/MEND の活性を MEND の活性で除することで算出した． 
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図 4.3-2  MEND トランスフェクション時における細胞生存率 

MFLM-4 細胞への MEND トランスフェクション後のタンパク量を定量することにより細胞生存率を評価した．細

胞生存率は，MEND 処置時におけるタンパク量を MEND 未処置時におけるタンパク量で除することで算出した

（n=3）． 

 

 

4.4 PEG 脂質修飾 MEND の細胞内動態評価 

MENDChol-PEG は STR-INF7 修飾により著しい遺伝子発現活性の改善が見られたことから，そ

の改善効果メカニズムの解明を目的として，エンドソーム脱出を評価した．QD705 によりラベ

ル化した pDNA 封入 MEND を MFLM4 細胞に添加し，3 時間後に Lysotracker Blue により

エンドソーム/リソソームを染色後，共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）を用いて MEND の細胞内

動態を観察した（図 4.4-1）．その結果，pDNA の細胞内取り込みは STR-INF7 修飾の有無に関わ

らず観察されたが，その局在は大きく異なっていた．PEG 未修飾 MEND（MENDnonPEG）にお

いて，pDNA（赤）単独のドットが多く観察され，エンドソーム/リソソーム（緑）との局在はほ

とんど見られなかった．一方で，MENDDSPE-PEG及び MENDchol-PEG は，pDNA がエンドソーム

/リソソームとほとんど共局在し（黄），pDNA 単独のドットは僅かであった．この結果より，

DSPE-mPEG 及び Chol-mPEG は MEND の細胞内取り込みではなく，エンドソーム脱出過程を

阻害していることが示唆された．エンドソーム脱出が抑制された MENDDSPE-PEG に STR-INF7 

を修飾しても pDNA はエンドソーム /リソソーム内に留まっていたが，MENDchol-PEG は 

STR-INF7 の修飾により pDNA 単独のドットが多く観察された．この結果より，STR-INF7 修

飾時における MENDDSPE-PEG と MENDchol-PEG の遺伝子発現改善効果の違いは，エンドソーム脱

出にあることが明らかとなった． 
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図 4.4-1  MEND の細胞内動態に及ぼす PEG 脂質及び STR-INF7 修飾の影響評価 

QD705 によりラベル化した pDNA 封入 MEND を MFLM4 細胞に添加し，3 時間後に Lysotracker Blue により

エンドソーム及びリソソームを染色後，CLSM を用いて MEND（MENDnonPEG（A），MENDDSPE-PEG（B）， 

MENDchol-PEG（C），INF/ MENDDSPE-PEG（D），INF/ MENDchol-PEG（E））の細胞内動態を観察した． 

赤：pDNA（QD705），緑：エンドソーム/リソソーム（Lysotracker Blue），Bars：10 μm 

 

 

4.5 まとめ 

本章では，PEG 脂質は，INF/MEND の凝集を抑制し均一な粒子形成に寄与すると共に，その

脂質構造は MEND の遺伝子発現活性に大きな影響を及ぼすことを明らかにした．PEG 脂質は，

その脂質構造に依存して，脂肪鎖が短くなるに従い，PEG 脂質と粒子の脂質膜との疎水的結合力

が低下し，PEG 脂質が脱離することが報告されている 113．DSPE-mPEG 及び C16Cera-mPEG

は，MEND の遺伝子発現活性を著しく抑制し，C8Cera-mPEG 及び STR-mPEG は，MEND 遺

伝子発現活性の抑制は限定的であり，過去に報告されている PEG 脂質の脱離により説明できる結

果であった．一方で，Chol-mPEG は上記 PEG 脂質とは異なり，STR-INF7 未修飾時には MEND

の遺伝子発現活性が著しく低下するにも関わらず，STR-INF7 修飾により活性が劇的に上昇した．

Chol-PEG はコレステロールを含むリポソームに修飾した際，リポソーム膜の流動性を高めるこ

とが過去に報告されている 114．STR-INF7 は膜融合非依存的にエンドソーム膜を破壊するペプチ

ドとして知られているが，膜の流動性が促進された脂質膜に修飾した際には，STR-INF7 が

MEND 脂質膜とエンドソーム膜の膜融合を誘起している可能性が考えられた．そのため，

MENDchol-PEG は STR-INF7 修飾により，エンドソーム脱出が促進され，遺伝子発現活性の大幅

な上昇につながったと考えられる． 

このように PEG 脂質は遺伝子発現活性に大きな影響を及ぼすことから，核酸送達キャリアを設
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計する上で，PEG 脂質の選択は非常に重要な鍵を握っている．EPR 効果によって受動的な集積

が期待できる癌組織を標的とする場合には，比較的長い脂肪鎖を持つ PEG 脂質を選択して高い血

中滞留性を維持しながら，細胞内動態の抑制を最小限に抑える戦略が必要となる．一方で，血中

滞留性を必要としない肺などを能動的にターゲットする場合には，PEG 脂質は，脂肪鎖が短いあ

るいは少ない STR-mPEG，C8Cera-mPEG，dimiristoylgrycerol-PEG（DMG-PEG）を用いて

粒子のサイズコントロール及び製剤的安定化を目的として使用し，リガンドによるターゲット効

果，細胞内動態への負の影響を最小限に留めることが必要と考える．本章の検討は，in vitro 遺伝

子発現活性のみの検討であるが，脂質ナノ粒子設計時における PEG 脂質選択の一助になると考え

ている．  
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総括 

本研究では，①GALA 修飾リポソームの肺血管内皮標的化メカニズムの解明，②GALA が持つ

細胞内動態改善及び肺血管内皮標的化リガンド機能を活かした効率的な siRNA 送達キャリアの

構築及び③製造スケールアップを目指したエタノール希釈法による調製を検討することにより，

核酸創剤への応用展開を試みた． 

第 1 章では，GALA の肺血管内皮標的メカニズムを解明することを目的として，GALA-LPs

の肺集積性，血流内の挙動を評価し，その標的分子の同定を試みた．マウス静脈内投与時におけ

る体内動態を評価した結果，GALA-LPs は，静脈内投与後，血流内で凝集塊を形成することなく

分散して流れ，さらに持続的な肺集積を示した．一方，カチオン性物質を用いた典型的な肺標的

キャリアは，血流内で凝集塊を形成し，一過性の肺集積を示したことから，GALA-LPs は肺への

集積挙動が従来のキャリアとは大きく異なることを明らかにした．さらに，レクチン処置時にお

ける in vitro 細胞内取り込み評価より，GALA-LPs はインフルエンザウイルスと同様に細胞表面

に提示されているシアル酸糖鎖を認識して細胞内に取り込まれることが示唆され，GALA の意外

なメカニズムの一端を明らかにした 115． 

第2章では，このGALAの機能を活かして，肺血管内皮細胞にsiRNAを送達するGALA/MEND

の構築を行い，さらに siRNA による肺疾患治療応用を検討した．その結果，siRNA 封入

GALA/MEND は，静脈内投与時に 0.5 mg/ siRNAkg で十分な肺血管内皮細胞ノックダウン効果

を示し，既存の siRNA キャリアを凌ぐキャリアを見出すことに成功した．次に，メラノーマ肺転

移モデルマウスに siCD31 を封入した GALA/MEND を静脈内投与した結果，ターゲット遺伝子

抑制による十分な抗腫瘍効果が得られ，問題となる毒性も見られなかった．これらの結果より，

GALA が持つ①エンドソーム脱出促進機能及び②肺血管内皮標的化能を最大限活かして構築され

た GALA/MEND は siRNA による肺疾患治療への応用の可能性が見出された（図 5）115, 116．  

 

 

 
図 5  GALA/MEND の構造及び siRNA 送達メカニズム 
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第 3 章では，GALA/MEND は工業化に有利なエタノール希釈法による調製も可能であること

を見出し，さらに水和法からの製法変更に伴い，ノックダウン効果が約 2 倍増強された 117． 

Appendix である第 4 章では，PEG 脂質の脂質構造が pDNA 封入 MEND の細胞内動態に大き

な影響を及ぼすことを明らかにした 96．この研究結果は第2章における siRNA封入GALA/MEND

の組成最適化の一助となった． 

これら研究成果により，GALA/MEND は肺血管内皮細胞をターゲットとする核酸送達人工ベク

ターとして高いポテンシャルを持っていることが示され，実用化への可能性が見出されたと考え

ている．しかしながら，製薬企業の研究者として，GALA/MEND の実用化を考えた場合，越える

べきハードルはまだ多く残されている．まず，肺血管内皮細胞が強く関与する肺疾患を選定し，

適切なターゲット遺伝子を見出すことである．どんなに優秀なキャリアであったとしても，ター

ゲット疾患，遺伝子とミスマッチであれば，開発候補として次のステージに進むことはできない

ためである．20 年以上前から DDS 研究が盛んに行われているにも関わらず，実用化に至る数が

非常に少ない理由として，この創薬研究と創剤研究のマッチングが適切に行われていないことが

要因の一つではないかと考えている． 

次に，GMP 基準を満たす製造方法の確立，その品質を担保する評価方法の確立が挙げられる．

注射剤は無菌性を保つことが最も重要であり，GALA/MEND の場合，すべての原材料を無菌調達

し，無菌下で製造する方法と，粒子調製後にフィルター滅菌する方法が選択肢となりうる．スケ

ールアップについては，エタノール希釈法はマイクロ流路を用いることにより連続的にかつ均一

に製造できると考えているが，今後検証が必要である．品質を担保する評価方法の確立は現状で

は非常にハードルが高い．含量，不純物，不溶性微粒子，エンドトキシンなどの規格に加えて，

GALA/MEND が持つ肺血管内皮標的化能，エンドソーム脱出などの高次機能を適切に評価する試

験系を構築し，規格を設定する必要がある．しかし，キャリアがオリジナルであるため参考とな

る情報も少なく，一から築くことが求められる．また，GALA のメカニズムをより明確にするこ

とも重要となる． 

このように，医薬品としての開発を考えた場合はさらなる研究が必要となるが，本研究で構築

した GALA/MEND は，難治性肺疾患のアンメットメディカルニーズに応える治療技術として新

しい道を切り開くことを信じている． 
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5. 実験方法 

5.1 試薬・材料・細胞・動物 

5.1.1 Liposome，MEND 調製関連 

 Chol-mPEG は NOF Co. Ltd.（Tokyo, JAPAN）から購入した．EPC，DOTAP，Cholesterol，DSPE-mPEG，

C8Cera-mPEG，C16Cera-mPEG は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA）から購入した．DOTMA

は 東 京 化 成 工 業 株 式 会 社 （ Tokyo, JAPAN ） か ら 購 入 し た ． Chol-GALA

（Cholesteryl-WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALE ALAA-NH2, Mw. 3444.0, ＞71％ putity）は倉

敷紡績株式会社に合成を依頼した．Protamine sulfate は CALBIOCHEM より購入した．PEI (branch 

type, Mw. ave. 10,000），STR-mPEG は和光純薬株式会社（Tokyo，Japan）より購入した．HEPES

は株式会社同仁化学研究所より購入した．  

HPLC 用カラム COSMOSIL 5C4-AR-300 (Size 10×250 mm）はナカライテスクより購入した．TFA

は関東化学株式会社より購入した．脂質薄膜調製用試験管 (P TYPE TEST-TUBE/P12-M）は日電理

化硝子株式会社より購入した． 

5.1.2 蛍光色素 

Lysotracker Blue（DND-22），Lysotracker Green は Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）より購入した．

Rho-DOPE は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA）より購入した．Hoechst 33342 は

Sigma-Aldrich（Louis，MO，USA）より購入した． 

5.1.3 プラスミド調製関連 

 CMV promoter 支配下でルシフェラーゼ遺伝子を発現する pDNA (pcDNA3.1(+）-Luc）は原島

研究室で構築されたものを使用した．アンピシリンナトリウムは和光純薬株式会社より購入した．

Bacto Tripton，Bacto Yeast Extract は Becton-Dickinson より購入した．Endfree Plasmid Giga 

Kit は QIAGEN より購入した．アがロース S は株式会社日本ジーンより購入した． 

5.1.4 細胞培養関連 

 ダルベッコ PBS (-）は日水製薬株式会社より購入した．DMEM，L-Glutamine (100×），FBS，

2.5%トリプシン溶液は Invitrogen より購入した．微小血管内皮細胞培地キット-2，内皮細胞培地

キット-2 はタカラバイオ株式会社より購入した．Ham’s F-12K は和光純薬より購入した．ペニシ

リン G カリウムは万有製薬株式会社より購入した．硫酸ストレプトマイシンは明治製菓株式会社

より購入した．細胞培養用ディッシュ (10 cm） ，コニカルチューブ (15 mL，50 mL）は Falcon

より購入した．35 mm/GLASS BASE DISH は IWAKI より購入した．6 well plate は CORNING

より購入した． 
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5.1.5 レクチン 

Maackia amurensis Agglutinin（MAM），Sambucus sieboldiana Agglutinin（SSA）は株式会社 J-オ

イルミルズ（Tokyo，Japan）より購入した． 

5.1.6 in vivo 動物実験関連 

5.1.6.1 共通品 

 ジエチルエーテルは和光純薬株式会社より購入した．イソフルランはアボットジャパン株式会

社より購入した．テルモシリンジ (1 mL），注射針(23G×11/4，27G×3/4）はテルモ株式会社よ

り購入した．生理食塩水は大塚製薬株式会社より購入した． 

5.1.6.2 体内動態解析 (RI）実験関連 

 [Cholesteryl-1,2-3H(N)]-cholesteryl hexadecyl ether （ [3H]-CHE ）， [γ-32P]-adenosine 

50-triphosphate（[32P]-ATP），Hionic Fluor，Soluene 350 は Perkin Elmer より購入した．プ

ラスチックバイアルは Fisherbrand より購入した． 

5.1.6.3 遺伝子発現活性実験関連 

 Triton X-100 は SIGMA より購入した．Luciferase Assay System は Promega より購入した．

臓器破砕用チューブ（Rohren tube）は SARSTEDT より購入した．ルシフェラーゼ活性測定用

チューブ（アシストチューブ）はアシストより購入した．BCA Protein Assay Kit は PIERCE よ

り購入した．96 well plate は CORNING より購入した． 

5.1.6.4 ノックダウン実験関連 

 RNAlater は Ambion より購入した．RNA mini kit は QIAGEN より購入した．High Capacity 

RNA-to-cDNA Kit，TaqMan Gene Expression Master MixはApplied Biosystemsより購入した．

siRNA の合成は北海道システムサイエンスに委託した．Primer，Probe の合成はシグマアルドリ

ッチジャパン株式会社に委託した．使用した siRNA，Primer，Probe の配列を以下に示す． 
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※siCD31 は上記 3 種類を等量混合して使用した． 

 

 
 

5.1.7 細胞 

ヒト子宮頚癌由来細胞（HeLa）は理研セルバンクより購入した．ヒト肺微小血管内皮細胞

（HMVEC-L）はタカラバイオ株式会社より購入した．マウス胎児肺間葉細胞（MFLM-4）は Seven 

Hills Bioreagents（Cincinnati Children’s Research Foundation Burnet Ave Cincinnati，Ohaio，U.S.A.）よ

り購入した．マウスメラノーマ細胞（B16-F10-luc2）は Caliper Life Science（MA，U.S.A）よ

り購入した． 

5.1.8 マウス 

 ICR マウス雄 5 週齢，C57BL/6N マウス雄 6 週齢は日本 SLC より購入した．BALB/c ヌードマ

ウス雌 8 週齢はオリエンタル酵母工業株式会社より購入した． 

 

5.2 機器 

5.2.1 Liposome，MEND 調製関連 

 脂質薄膜の調製には，ポンプ DIVAC 1.2，トラップ EVALA UNI TRAP UT-1000（いずれも東

京理科器械）を用いた．超音波処理には，浴槽型ソニケーターAU-25C（アイワ医科工業）を使

用した．動的光散乱（DLS）による粒子径， 電位の測定には，ZETA SIZER Nano-ZS（Malvern 

Instruments Ltd.）を用いた． 

5.2.2 培養関連 

 細胞培養のための CO2 インキュベーターには，5400（NAPCO）を用いた．大腸菌培養には，

Microincubetor M-36（TAITEC），Bioshaker BR-11UM（TAITEC），MULTI REACC MR-40

（和科盛商会）を用いた． 

5.2.3 遠心分離関連 

 低速冷却遠心機には，CF7D2（HITACHI），LX-125（TOMY）を用いた．微量高速冷却遠心

機には，1920（KUBOTA），MZ-200（TOMY）を用いた．超高速冷却遠心機には，CR22E [ロー
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ター #RPR9-2-537（大腸菌），#R12A2（プラスミド）]（HITACHI）を用いた． 

5.2.4 測定機器関連 

 吸光度の測定には，SPECTROPHOTOMETER DU640（Beckman Coulter），マイクロプレー

トリーダーBenchmarh plus（Bio-Rad）を用いた．ルシフェラーゼ活性の測定には，

Luminescencer AB-2200（ATTO）を用いた．Real-time PCR には，ABI 7500 real-time system

（Applied Biosystems）を用いた． 線の測定には，液体シンチレーションカウンターTRI-CABB 

1600TR（PACKARD）を用いた． 

5.2.5 HPLC 関連 

 HPLC には Agilent Technologies 1200 Series（Agilent Technologies）を用いた．凍結乾燥機

には，VD-500F（TAITEC）を用いた． 

5.2.6 動物実験関連 

 ホモジナイザーには，POLYTRON（KINEMATICA）を用いた． 

5.2.7 一般操作関連 

 オートクレーブには，BS-325，BS235（いずれも TOMY）を用いた．逆転写反応には，PCR

サーマルサイクラーTP3000（タカラバイオ株式会社）を用いた．サンプルの加熱処理には，MULTI 

HEATER type MH-36（和科盛商会）を用いた．サンプルの攪拌には，スターラーTR-300（Pasolina）

を用いた．pH 測定には，Docu-pHMeter（Sartorius）を用いた． 

 

5.3 試薬調製 

10 mM HEPES buffer（HB） 

 HEPES（DOJINDO）119.2 mg を秤量し，DDW 40 mL に溶解後 1N NaOH で pH 7.4 に合わ

せた．これを DDW で 50 mL にメスアップし，0.2 μm のフィルターろ過により滅菌し，4℃で保

存した． 

10 mM HEPES buffer-5% Glucose（HBG） 

 HEPES（DOJINDO）119.2 mg と Glucose 2.5 g を秤量し，DDW 40 mL に溶解後 1N NaOH

で pH 7.4 に合わせた．これを DDW で 50 mL にメスアップし，0.2 μm のフィルターろ過により

滅菌し，4℃で保存した． 

非働化胎児牛血清（FBS） 

胎児牛血清を 4℃で溶解し，56℃で 30 分間加熱を行った後，50 mL ずつ分注し-20℃で保存し

た． 

DMEM 

 DMEM 29.94 g，ペニシリン G 50 mg，硫酸ストレプトマイシン 0.3 g，NaHCO3 11.1 g を評

量し，DDW 3 L に溶解後，Bottom-Top Filter 0.22 M（IWAKI）を用いてろ過滅菌を行った後，
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450 mL ずつ分注し 4℃で保存した． 

DMEM（＋FBS） 

 非働化 FBS 50 mL を DMEM 450 mL に添加・混合した後，4℃で保存した． 

0.5%トリプシン-5 mM ETDA 溶液 

 EDTA・2Na・2H2O 0.19 g, NaCl 0.63 g, NaH2PO4・2H2O 0.19 g を秤量し，DDW で溶解後

NaOH で pH 7.4 に調整し，80 mL にメスアップした．これをオートクレーブ滅菌後室温に冷や

し，2.5% トリプシン 20 mL を添加し，4℃で保存した． 

LB 培地 

 Bacto Trypto 10.0 g，Yeast extract 5.0 g，NaCl 5.0 g を評量し，DDW 1 L に溶解後，オート

クレーブ滅菌した．その後，ある程度温度が下がってから，必要に応じて，アンピシリン（終濃

度 50 mg/L）を添加し，4℃で保存した． 

HPLC buffer A（H2O/0.1% TFA） 

 DDW に TFA を 0.1%（v/v）となるように添加した後，MILLCUP－LH（Millpore）を用いて

フィルターろ過した．その後，超音波処理をすることで脱気した後，使用した． 

HPLC buffer B（CH3CN/0.1% TFA） 

 CH3CN に TFA を 0.1%（v/v）となるように添加した後，MILLCUP－LH を用いてフィルター

ろ過した．その後，超音波処理をすることで脱気した後，使用した． 

in vivo lysis buffer 

 0.1 M Tris-HCl（pH 7.8）に対して 0.1% Triton-X100，2 mM EDTA となるようにそれぞれ添

加し，4℃で保存した． 

Krebs Henseleit Buffer（Krebs Buffer） 

KCl 0.18 g，KH2 PO4 0.065 g，MgSO4 ・7H2 O 0.1475 g，HEPES 1.4875 g，CaCl・2H2 O 

0.1122 g，NaCl 3.45g，NaHCO3 1.0 g を DDW 500 mL 弱に溶解させ，NaOH にて pH 7.3 に調

整し，DDW で 500 mL にメスアップした．これを 0.2 m フィルターろ過により滅菌し，4℃で

保存した．使用時は 5 mM となるようにグルコースを添加した． 

 

5.4 一般的操作 

脂質溶液の調製 

使用した脂質は，適量の EtOH で希釈する事で任意の濃度（1～10 mM）に調製した． 

HPLC による Chol-GALA 精製 

 Cholesteryl-GALA（Chol-GALA）は COSMOSIL 5C4-AR-300（Size 10×250 mm）を用いて

逆相 HPLC を行い精製した．H2O/0.1% TFA を Buffer A，CH3CN/0.1% TFA を Buffer B とした．

Chol-GALA（Purity: ＞71％）を DMF に溶解したもの（Crude として 4 mg/mL） を注入した

のち，流速 2.0 mL/min，25℃で，50% B→95% B（20 min）とグラジエントをかけた（詳細は

下記）．215 nm における吸光度で検出することで Chol-GALA を回収し，凍結乾燥させた．精製
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した Chol-GALA は，HPLC で純度を確認した後，1 mM EtOH 溶液として分注し，-80℃で保存

した． 

＜条件＞ 

インジェクション量：250 L（4 mg/mL in DMF） 

流速：2 mL/min 

カラム温度：25℃ 

プロトコル： 

Time（min） Buffer B（%） 

0  50 

20  95 

40  95 

  40.5 100 

  45.5 100 

46  50 

60  50 

粒子径・ζ電位測定 

 Liposome，MEND の粒子径とζ電位は Zetasizer Nano ZS（Malvern Instruments, UK）を

用いて測定した． 

統計解析 

実験データは，特に断りのない限り 3 回以上の実験値の平均値±標準偏差で表記した．また，in 

vivo実験 では平均値±標準誤差で表記した．有意差検定は，One-way ANOVAにより検定を行い，

さらに Dunnett 法にて多重比較を行い，p< 0.05 を有意差ありとした．図 3.5-1 のみ，有意差検

定は，Mann-Whitney の U 検定を用い，p< 0.05 を有意差ありとした． 

 

5.5 第 1 章の実験 

Liposome（LPs）の調製 

1) 脂質薄膜の調製 

 ガラス試験管に EPC（EtOH 溶液），Chol（EtOH 溶液），STR-mPEG をモル比 70:30:5 にな

るように添加し，EtOH を適当量添加後，デシケーターで減圧乾燥し，溶媒を留去することで，

脂質薄膜を調製した．Chol-GALA を修飾する際には，総脂質量の 2 mol%を脂質溶液中に添加し

た．また，CationLPs を調製する場合には，DOTMA（EtOH 溶液)，Chol，EPC をモル比 30:40:30

とし，上記と同様の操作で脂質薄膜を調製した． 

2) LPs の調製 

調製した脂質薄膜に脂質濃度が 2.64 mM（in vivo 実験），0.55 mM（in vitro 実験)となるよう

に HBG（in vivo 実験），HB（in vitro 実験）を添加後，室温で 15 分以上水和した．その後，浴
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槽型ソニケーターで約 1 分間超音波処理を行うことで，LPs を調製した． 

LPs の体内動態評価 

1) LPs の投与，臓器の回収，[3H]の測定 

LPs の脂質膜を[3H]で標識することで投与サンプルとした． 

10 L LPs/g mouse の条件で，マウス（ICR，6 週齢，♂）尾静脈より投与した．投与 5 分後

あるいは 6 時間後にエーテル麻酔によりマウスを処置した後，開腹し，脱血した後，各臓器（肺，

肝臓）を摘出した．生理食塩水で臓器をよく洗浄し，重量を測定した後*，プラスチックバイアル

に入れ，2 mL の Soluene-350 を添加し，50℃で一晩インキュベーションすることで組織を溶解

させた．この溶液に対して，H2O2 300 L（100 L×3）添加することで脱色処理をした後，Hionic 

fluor 10 mL を添加しよく混合させた．4℃で一晩静置し，液体シンチレーションカウンターにて

[3H]のカウントを測定した．また，[3H]の投与量を評価するため，投与した LPs サンプル 10 L

に対して Hionic fluor 10 mL を添加し，よく混合させた後，4℃で一晩静置し，同様に[3H]のカウ

ントを測定した． 

*肝臓に関しては，肝臓を細断後よく混合し 0.2～0.3 g を使用した． 

2) 臓器特異性評価 

 各臓器サンプル 1 g あたりの[3H]カウント（測定値）* を投与した LPs に含まれる[3H]で除す

ることで，投与量に対する臓器移行量を%ID/g organ として算出した．  

IVRTCLSM を用いた LPs の挙動観察 

LPs の脂質膜を Rho-DOPE（総脂質量の 0.1 mol%）で標識することでサンプルとした．2.0-3.0%

イソフルラン麻酔下で BALB/c ヌードマウス（8 週齢，♀）の尾静脈に 30 G 注射針を接続したカ

テーテルを留置した．マウスに LPs を総脂質量 528 nmol の投与量で留置したカテーテルより観察

開始 10 秒後に尾静脈内投与し，マウス耳介皮膚静脈内を流れるリポソームの挙動をリアルタイム

生体内共焦点レーザー顕微鏡（IVRTCLSM）により直接観察した．CLSM は対物上下動式正立顕

微鏡 ECLIPSE FN1 を接続した A1R（Nikon）を用いた．動画は，30 frames/s で 10 秒間撮影，50

秒間休止を繰り返し，投与後 10 分間撮影した． 

凝集の程度は得られた動画から 5 秒毎に抽出した画像中の Cy3 蛍光強度の変動係数（C.V.）を

用いて定量化した．C.V.値は血管領域中から抽出した関心領域（ROI）における蛍光強度の標準

偏差を平均値で除することにより算出している．算出した C.V.値は 5 秒ごとにプロットした． 

LPs の細胞内取り込み 

LPs の脂質膜を Rho-DOPE（総脂質量の 1.0 mol%）で標識することでサンプルとした．35 

mm/GLASS BASE DISH に 4×104 cells で HMVEC-L 細胞を継代し，24 時間培養した．ディッ

シュ内の培養液を除去し，Krebs Buffer 1950 L 及び LPs 50 L（総脂質量 27.5 nmol）を添加

した．37℃，5%CO2 存在下で 2 時間インキュベーションした．レクチンによる阻害実験は，1

あるいは 10 μm レクチンを 30 分間プレインキュベーション後，LPs 添加前に Krebs Buffer で 3

回洗浄した．シアル酸による阻害実験は，1 あるいは 10 μm シアル酸を 30 分間プレインキュベ
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ーション後，LPs を添加した．エンドソーム/リソソーム及び核を染色後，Krebs Buffer で 3 回洗

浄した後，Krebs Buffer を添加し，CLSM を用いて細胞を観察した．なお，エンドソームを染色

する際には，観察 30 分前に LysoTracker Green（1 mM，invitrogen）を 2 L 添加した．核を染

色する際には，観察 10 分前に Hoechst33342（1 mg/mL，SIGMA）を 2 L 添加した． 

CLSM は FV10i-LIV（Olympus）を用いた．観察には，水浸 60 倍対物レンズ（UPlanSApo 

60x/NA 1.2）及びダイクロイックミラー（DM405/473/559/635）を用いた．光源は，レーザダイオ

ードを用い，励起光として，352 nm，473 nm，559 nm を用いた．蛍光検出チャンネルとして，フ

ィルターは，Ch1: 455（Blue，Hoechst 33342），Ch2: 490-540（Green，Lysotracker Green），Ch3: 570-620

（Red，Rhodamine）を用いた． 

pDNA 封入 MEND の調製 

1) 脂質薄膜の調製 

ガラス試験管に DOTAP（EtOH 溶液），EPC（EtOH 溶液），Chol（EtOH 溶液）をモル比 30:40:30

になるように添加し，EtOH を適当量添加後，デシケーターで減圧乾燥し，溶媒を留去すること

で，脂質薄膜を調製した．Chol-GALA，STR-INF7 を修飾する際には，それぞれ，総脂質量の 2 

mol%，3 mol%を脂質溶液中に添加した． 

2) Condensed pDNA（DNA コア粒子）の調製 

 本研究では，Protamine を用いて pDNA の凝縮化を行い，Charge ratio（+/-）= 1.0 となるよ

うに DNA コア粒子を調製した．ボルテックス中，0.1 mg/mL の pDNA 溶液に対して，0.1 mg/mL

の Protamine 溶液を滴下し，室温で 15 分間以上インキュベーションすることで調製した．pDNA

溶液，Protamine 溶液は，HBG により希釈したものを用いた． 

3) MEND の調製 

脂質薄膜を調製した試験管に，DNA コア粒子溶液を，脂質濃度が 0.55 mM になるように添加

後，室温で 15 分以上水和させた．その後，浴槽型ソニケーターで約 1 分間超音波処理を行うこと

で，MEND を調製した． 

pDNA 封入 MEND の体内動態評価 

1) MEND の投与，臓器の回収，[3H]の測定 

MEND の脂質膜を[3H]で標識することで投与サンプルとした． 

10 L MEND/g mouse の条件で，マウス（ICR，5 週齢，♂）尾静脈より投与した．投与 6 時

間後にエーテル麻酔によりマウスを処置した後，開腹し，脱血した後，肺を摘出した．生理食塩

水で肺をよく洗浄し，重量を測定した後，プラスチックバイアルに入れ，2 mL の Soluene-350

を添加し，50℃で一晩インキュベーションすることで組織を溶解させた．この溶液に対して，H2O2 

300 L（100 L×3）添加することで脱色処理をした後，Hionic fluor 10 mL を添加しよく混合

させた．4℃で一晩静置し，液体シンチレーションカウンターにて[3H]のカウントを測定した．ま

た，[3H]の投与量を評価するため，投与した MEND サンプル 10 L に対して Hionic fluor 10 mL

を添加し，よく混合させた後，4℃で一晩静置し，同様に[3H]のカウントを測定した． 
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2) 臓器集積性評価 

肺サンプル 1 g あたりの[3H]カウント（測定値）を投与した LPs に含まれる[3H]で除すること

で，投与量に対する肺移行量を%ID/g organ として算出した． 

 

5.6 第 2 章の実験 

pDNA 封入 MEND の調製 

1) 脂質薄膜の調製 

ガラス試験管に DOTAP（EtOH 溶液），EPC（EtOH 溶液），Chol（EtOH 溶液），PEG

（DSPE-mPEG，Chol-mPEG，STR-mPEG）（EtOH 溶液）をモル比 30:40:30:5 になるように

添加し，EtOH を適当量添加後，デシケーターで減圧乾燥し，溶媒を留去することで，脂質薄膜

を調製した．Chol-GALA を修飾する際には，総脂質量の 2 mol%を脂質溶液中に添加した． 

2) Condensed pDNA（DNA コア粒子）の調製 

第 1 章と同様の手法により調製した． 

3) MEND の調製 

第 1 章と同様の手法により調製した． 

pDNA 封入 MEND の体内動態評価 

第 1 章と同様の手法により評価した． 

pDNA 封入 MEND の遺伝子発現活性評価 

(1) In vitro トランスフェクション 

トランスフェクション 24 時間前に MFLM-4 細胞（4x104 cells/0.5mL/well) を 24 well plate 

に播種し，37℃，5% CO2 条件下でインキュベーションした．DMEM (-) 0.5mL を用いて細胞を

洗浄後，DMEM (-，2mM Glutamine) を用いて希釈した MEND 250 μL を細胞に添加し，37℃，

5% CO2 条件下でインキュベーションした．トランスフェクション 3 時間後，サンプル溶液を除

去し，FBS を 10% 含む DMEM 0.5mL に置換後，37℃，5% CO2 条件下でインキュベーショ

ンした．DMEM に置換してから 21 時間後に PBS (-) 0.5mL を用いて細胞を洗浄し，1x Lysis 

Buffer 75 μL を添加後，-80℃にて 30 分以上静置した． 

(2) ルッシフェラーゼ活性測定 

室温でサンプルを融解後，セルスクレーパで細胞を剥離し，全量（75 μL）をエッペンドルフチ

ューブに移した．遠心分離（15,000rpm，4℃，2 分間）後，上清 50 μL を測定用サンプルとし

た．上清 20 μL に Luciferase assay reagent 50 μL を添加し混合後，ルッシフェラーゼ活性測定

を行った． 

(3) BCA タンパク定量 

上清 10 μL に BCA assay reagent 200 μL 添加し，37℃で 30 分間インキュベーション後，吸

光度を測定 (562nm) した． 

(4) ルッシフェラーゼ活性評価 
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MEND のルシフェラーゼ活性はタンパク質量当たりの相対蛍光強度（RLU/mg protein）とし

て算出した． 

siRNA 封入 MEND の調製 

1）脂質薄膜の調製 

ガラス試験管に DOTMA（EtOH 溶液），Chol（EtOH 溶液），EPC（EtOH 溶液），PEG

（CeraC8-mPEG，STR-mPEG）（EtOH 溶液）をモル比 30:40:30:1～10 になるように添加し，

EtOH を適当量添加後，デシケーターで減圧乾燥し，溶媒を留去することで，脂質薄膜を調製し

た．Chol-GALA を修飾する際には，総脂質量の 1～4 mol%を脂質溶液中に添加した． 

2）siRNA complex（siRNA コア粒子）の調製 

 Charge ratio（+/-）= 1.8 となるように PEI/siRNA complex を調製した．ボルテックス中，0.333 

mg/mL の siRNA 溶液に対して，0.125 mg/mL の PEI 溶液を滴下（volume 比 siRNA 溶液：PEI

溶液 = 6:4）し，室温で 15 分間以上インキュベーションすることで調製した．siRNA 溶液及び

PEI 溶液は，HBG により希釈したものを用いた． 

3）MEND の調製 

脂質薄膜を調製した試験管に，siRNA コア粒子溶液を，脂質濃度が 2.64 mM になるように添

加後，室温で 15 分以上水和させた．その後，浴槽型ソニケーターで約 1 分間超音波処理を行うこ

とで，MEND を調製した． 

siRNA 封入 MEND のノックダウン評価 

1) in vivo transfection 

マウス（C57BL/6N，6w，♂）の尾静脈より MEND 溶液（投与量：0.2-4.0 mg /kg）を投与し

た（27G の注射針を使用）．尾静脈投与 24 時間後に，エーテル麻酔によりマウスを処置した後，

開腹し，肺を摘出した．摘出した臓器は，RNAlater に浸し，4℃で一晩置いたのち，-20℃で保

存した． 

2）mRNA 抽出 

-20℃で保存した臓器サンプルを室温に戻し，20-30 mg を評量したのち，RNA mini kit 及び

QIA cube（QUIAGEN）を用いて添付のプロトコルに従い RNA 抽出を行った． 

3）逆転写反応 

 Total RNA 1 g を High Capacity RNA-to-cDNA Kit を用いて添付プロトコルに従い，cDNA

を調製した．Denature 及び逆転写反応は，サーマルサイクラーを用いて，Denature（65 ℃, 5 min

→4 ℃, hold），逆転写反応（42 ℃, 60 min→95 ℃, 5 min→4 ℃, hold）の条件で行った． 

4）Real-time PCR 法による mRNA 定量 

 TaqMan 法に基づいた相対定量法（ΔΔCt 法）を用いて mRNA（CD31）の定量を行った．目

的の濃度に希釈した cDNA 5 Lに対して，100 M Upper Primer 0.25 L，100 M Lower Primer 

0.25 L，100 M probe 0.0625 L，filtrated DDW 6.9375 uL，TaqMan M.M.2× 12.5 L 添加

した後，95 ℃，10 min で初期変性を行った後，95 ℃，15 sec の PCR 変性反応，60 ℃，1 min
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のアニーリング/伸長反応を 1 サイクルとして 40 サイクル PCR 反応を行った．CD34 を内部標準

遺伝子として，ΔΔCt 法による相対定量を用いて CD31 の mRNA 量を算出した． 

IVRTCLSM を用いた siRNA 封入 MEND の挙動観察（耳介皮膚静脈） 

MEND の siRNA を Cy3-siRNA により 50%置換することにより蛍光標識 MEND を調製した．

2.0-3.0%イソフルラン麻酔下で BALB/c ヌードマウス（8 週齢，♀）の尾静脈に 30 G 注射針を接

続したカテーテルを留置した．マウスに MEND を 1 mg siRNA/kg の投与量で留置したカテーテ

ルより観察開始 10 秒後に尾静脈内投与し，マウス耳介皮膚静脈内を流れるリポソームの挙動を

IVRTCLSM により直接観察した．CLSM は対物上下動式正立顕微鏡 ECLIPSE FN1 を接続した A1R

（Nikon）を用いた．動画は，30 frames/s で 10 秒間撮影，50 秒間休止を繰り返し，投与後 10 分間

撮影した． 

凝集の程度は得られた動画から 5 秒毎に抽出した画像中の Cy3 蛍光強度の変動係数（C.V.）を

用いて定量化した．C.V.値は血管領域中から抽出した関心領域（ROI）における蛍光強度の標準

偏差を平均値で除することにより算出している．算出した C.V.値は 5 秒ごとにプロットした． 

IVRTCLSM を用いた siRNA 封入 MEND の挙動観察（肺毛細血管） 

MEND の siRNA を Cy3-siRNA により 50%置換することにより蛍光標識 MEND を調製した．

2.0-3.0%イソフルラン麻酔下で BALB/c ヌードマウス（8 週齢，♀）の尾静脈に 30 G 注射針を接

続したカテーテルを留置した．血管を可視化するため，マウスに Evans Blue を尾静脈内投与し，

その後，Cy3 標識 siRNA 封入 MEND を 1 mg siRNA/kg の投与量で観察開始 10 秒後に尾静脈内

投与し，マウス肺毛細血管内を流れる MEND の挙動を IVRTCLSM により直接観察した．CLSM

は対物上下動式正立顕微鏡 ECLIPSE FN1 を接続した A1R（Nikon）を用いた．動画は，30 frames/s

で 10 秒間撮影，50 秒間休止を繰り返し，投与後 10 分間撮影した． 

 凝集の程度は得られた動画から 1 分毎に抽出した画像中の 5 箇所における Cy3 蛍光強度の変動

係数（C.V.）を算出し定量化した．C.V.値は血管領域中から抽出した関心領域（ROI）における蛍

光強度の標準偏差を平均値で除することにより算出している．算出した C.V.値は 5 箇所の ROI

の平均値±SD を示している． 

GALA/MEND の腫瘍増殖抑制評価 

1) 肺転移癌モデルマウスの作製 

250 cm2 フラスコで 10% FBS 含有 RPMI-1640 を用いて培養したルシフェラーゼ（GL4）安

定発現 B16F10-luc2 細胞を PBS に懸濁し，2x105 cells/100uL/mouse を 27G 注射針を用いて 

C57BL/6N マウス（6 週齢，♂）の尾静脈より投与し，メラノーマ肺転移モデルマウスを作製し

た． 

2) 治療プロトコル 

メラノーマ細胞移植後，翌日より 3 日間隔でコントロール siRNA（siGL3）あるいは siCD31

を封入した GALA/MEND を投与量 1 mg siRNA/kg で移植後 16 日目まで計 6 回尾静脈内投与し

た．移植後 17 日目に，エーテル麻酔によりマウスを処置した後，開腹し，血液を下大静脈より
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採取後，肺を摘出した．摘出した肺は，湿重量を測定した後，半分をルシフェラーゼ活性用とし

て，サンプルチューブにいれ，液体窒素で凍結させ，残りの半分をノックダウン活性用として，

RNAlater に浸し，4℃で一晩置いたのち，-20℃で保存した． 

3) 肺ルッシフェラーゼ活性測定 

全ての操作は氷上で行った．アシストチューブ中で凍結肺サンプルに対して in vivo lysis buffer 

1 mL を添加し，肺サンプルを解凍させたのち，ホモジナイザー（POLYTRON）を用いてホモジ

ナイズした（出力 10，20 sec，氷上)．ホモジェネート 700 L をサンプルチューブに回収した後，

遠心（4℃，13,000 rpm，10 分間）し，その上清 20 L を Luciferase assay substrate 50 L と

混合させた後，ルミノメーターでルシフェラーゼ活性を測定した*．ルシフェラーゼ活性は肺臓器

あたりの相対蛍光強度（RLU/lung）として算出した． 

*ルシフェラーゼ活性の測定は，Analysis time: 15 sec，Integral time: Start 6 sec，End 15 sec

という測定条件で行った． 

4) ノックダウン活性 

上記記載方法に従い，評価した． 

5) 肝毒性評価 

得られた血液は，4℃で静置し，完全に凝固した後，遠心（10000 rpm，4℃，10 分間）により

血清を調製した．AST 及び ALT はトランスアミナーゼ CII テスト（和光）を用いて，添付のプ

ロトコルに従い測定した． 

 

5.7 第 3 章の実験 

単純水和法による siRNA 封入 MEND の調製 

1) 脂質薄膜の調製 

ガラス試験管に DOTMA（EtOH 溶液），Chol（EtOH 溶液），EPC（EtOH 溶液）， STR-mPEG

（EtOH 溶液）をモル比 30:40:30:5 になるように添加し，EtOH を適当量添加後，デシケーター

で減圧乾燥し，溶媒を留去することで，脂質薄膜を調製した．Chol-GALA を修飾する際には，総

脂質量の 2 mol%を脂質溶液中に添加した． 

2) siRNA complex（siRNA コア粒子）の調製 

 第 2 章と同様の手法により調製した． 

3) MEND の調製 

第 2 章と同様の手法により調製した． 

エタノール希釈法による siRNA 封入 MEND の調製 

1) siRNA complex（siRNA コア粒子）の調製 

第 2 章と同様の手法により調製した． 

2) MEND の調製 

 ボルテックス下で脂質（DOTMA/Chol/EPC/STR-mPEG，30:40:30:5（モル比），脂質濃度：4.4 mM）
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を含む 1.2 mL エタノール溶液に 2.8 mL siRNA/PEI コア水溶液を滴下し，エタノール濃度を 30%

とすることで，siRNA/PEI コアと脂質の複合体を形成させる．ここに，4.0 mL HBG を一気に加え

てエタノールを希釈して，MEND を調製した．最後に，溶液中のエタノールの除去及び MEND の

濃縮を目的として，Amicon Ultra-4（ミリポア）を用いて遠心（1000 g，30 分間，室温）すること

により，限外ろ過した．カラム上に残った液に 4 mL HBG を添加し，再度遠心し，限外ろ過する

ことにより，実験に供するMENDを得た．なお，Chol-GALAを修飾する際には，総脂質量の2 mol%

を脂質溶液中に添加した． 

siRNA 封入 MEND のノックダウン評価 

第 2 章と同様の手法により評価した． 

siRNA 封入 MEND の体内動態評価 

1) MEND の投与，臓器の回収，[3H]及び[32P]の測定 

MEND の脂質膜を[3H]，siRNA を[32P]で標識することで投与サンプルとした． 

マウス（ICR，5 週齢，♂)の尾静脈より MEND 溶液（投与量：2 mg/kg）を投与した（27G の

注射針を使用）．投与 1 時間後にエーテル麻酔によりマウスを処置した後，開腹し，下大静脈より

血液を採取した後（23G の注射針を使用），各臓器（肺，肝臓，脾臓）を摘出した．生理食塩水で

臓器をよく洗浄し，重量を測定した後*，0.1 mg 程度をプラスチックバイアルに入れ，2 mL の

Soluene-350 を添加し，50℃で一晩インキュベーションすることで組織を溶解させた．この溶液

に対して，H2O2 300 L（100 L×3）添加することで脱色処理をした後，Hionic fluor 10 mL を

添加しよく混合させた．4℃で一晩静置し，液体シンチレーションカウンターにて[3H]，[32P]のカ

ウント（dpm）を測定した．また，未投与マウスから摘出した肺に既知量の MEND 溶液を添加

し同様の操作を行うことで検量線を作製し，[3H] ，[32P]の肺への移行量を算出した． 

*肝臓に関しては，肝臓を細断後よく混合し 0.2 g 程度を使用した． 

2) 臓器集積性評価 

各臓器サンプル 1 g あたりの[3H]あるいは[32P]カウント（測定値）を投与した MEND に含まれ

る[3H] あるいは[32P]で除することで，投与量に対する肺移行量を%ID/g organ として算出した． 

[32P]-siRNA の合成 
siRNA は T4 polynucleotide kinase（T4 PNK，Takara Shuzo Co. Ltd.）及び[γ-32P]Adenosine5’- 

triphosphate（[32P]-ATP，PerkineElmer）を用いて標識した．siRNA への[32P]-ATP の修飾は，

3.25 μL siCD31（0.2 mg/mL），29.8 μL DEPC 処理水，5 μL T4 PNK buffer，2 μL T4 PNK
（10 units/μL）及び[32P]-ATP (2 μL10 TBq/mmol)を混合後，37℃で 3 時間振とうしながらイン

キュベーションした．修飾されなかった[32P]-ATP を除去するため，この反応液を Amicon Ultra
（MWCO 10,000; Millipore Corp.）のカラム上部に添加し，遠心した（15500g，6min，25℃）． 
その後，450 μL DEPC 処理水をカラム上部に添加し，遠心（15500g，6min，25℃）を 8 回繰り

返し，[32P]-siRNA を得た． 
siRNA 封入 MEND の細胞内動態評価 

Cy5-siRNAを含むsiRNAコアを調製し，GALA/MENDに封入することにより，蛍光標識した． 
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35 mm/GLASS BASE DISH に 1×105 cells で HeLa 細胞を継代し，37℃，5%CO2存在下で

24 時間培養した．PBS 1.5 mL を用いて細胞を洗浄後，DMEM (-，2mM Glutamine) を用いて

希釈した MEND 1.5 mL を細胞に添加し，37℃，5% CO2 条件下で 6 時間インキュベーションし

た．PBS 1.5mL を用いて細胞を 2 回洗浄後，1.5 mL Krebs Buffer を添加し，観察 30 分前に

LysoTracker blue DND-22（1 mM，invitrogen）を 2 L 添加することによりエンドソーム/リソ

ソームを染色し，CLSM（Nikon A1（Nikon））を用いて細胞を観察した． 

 

5.8 第 4 章の実験 

pDNA 封入 MEND の調製 

1) 脂質薄膜の調製 

ガラス試験管に DOTAP（EtOH 溶液），EPC（EtOH 溶液），Chol（EtOH 溶液），PEG

（DSPE-mPEG，C16Cera-mPEG，C8Cera-mPEG，Chol-mPEG，STR-mPEG）をモル比

30:40:30:5 になるように添加し，EtOH を適当量添加後，デシケーターで減圧乾燥し，溶媒を留

去することで，脂質薄膜を調製した．Chol-GALA，STR-INF7 を修飾する際には，それぞれ，総

脂質量の 2 mol%，3 mol%を脂質溶液中に添加した． 

2) Condensed pDNA（DNA コア粒子）の調製 

第 1 章と同様の手法により調製した． 

3) MEND の調製 

第 1 章と同様の手法により調製した． 

pDNA 封入 MEND の遺伝子発現活性評価 

第 1 章と同様の手法により評価した． 

pDNA 封入 MEND の細胞内動態評価 

Mirus Label IT CX-biotin nucleic acid labeling kit（Mirus Corp., Madison, WI, USA）を用

いて QD705 によりラベル化した pDNA を MEND に封入することにより蛍光標識した． 

35 mm/GLASS BASE DISH に 1×105 cells で MFLM-4 細胞を継代し，37℃，5%CO2存在下

で 24 時間培養した．PBS 1.5 mL を用いて細胞を洗浄後，HB を用いて希釈した MEND 1.0 mL

を細胞に添加し，37℃，5% CO2 条件下で 3 時間インキュベーションした．PBS 1.5 mL を用い

て細胞を洗浄後，DMEMを添加し，観察 30分前にLysoTracker blue DND-22（1 mM，invitrogen）

を 2 L 添加することによりエンドソーム/リソソームを染色し，油浸 100 倍対物レンズ（Nikon 
PlanApo 100x/1.4）を装着した Wide Field 蛍光顕微鏡（ECLIPSE TE200-U（Nikon））を用

いて細胞を観察した．QD705 は，436/10 の励起フィルターを用い，ダイクロイックミラー

（82100v2bs; Chroma Technology Corp., Rockingham, VT, USA）及び 700/75 のバリアフィル

ターを通して検出した．LysoTracker blue は，350/50 の励起フィルターを用い，ダイクロイック

ミラー（82100v2bs）及び 450/20 のバリアフィルターを通して検出した． 
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